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Reglizamos este tese com o objetivo de tentar apli
car a tecnica p@%@nei@métrica a estudos de @Quilibriaa en
meic aquoso, onde fizemos estudos cujos tépicos principais
sa0 08 seguintes:

1) Inicialmente foi feito um estude do sistema
Mn{II) - Azcteto, com o fim de caracterizar e determinar as
constantes de form&gﬁo de @spéciaa complexas que poderiam ser

formadas em meio aguoso. Para esse fim forsm utilizados tres

metodos de célgulo, o de Fronaseus, o de "praj@qga de faixagh
e um metodo gréfi@@ linegar.

2) Procuramos a segulr aplicar a tecnica pméeﬂciaw
metrica & titulacles acideo-base, utilizando métodos desenvol
vidos mais recentemente, que permitem apliar o campo de apii
cacao da titulacao petenciométrica. Ausim, fizemos um estudo
de titulsgio de azoteto de sodio com gcido forte, onde foi
empregade um modelo linear pars titulacAo de base fraca com
acide forte, que permitiu determinar simultaneamente a cons-~
tante de equilibrio e ¢ volume de eguivalencia.

3} Finalmente, empregando-se um modelo linear pa-
ra titulagtes de misturas de acidos monobasicos com base for
te, procuramos aplicé-lo & titulagdes de proteinas, ksse ea-
tudo foi feito titulando-se 8 prateina na presenca de acido
forte em excesgo, com NaOH. Q metodo utilizado permitiu-nos
determinar os volumes de eguivalencia e og valores de pK dos
ETUDOS titulaveis da ovalbuming, que foi & proﬁ@ina empregadsa

#
para esse proposito.



ABSTRACT

The objective of this thesis involves the study
of different equilibrium system in &gueous solution, through
the use of potentiometry. The following topics have been
studied:

1) &t Ffirst we have studied the Mn(II)-Azide sys~
tem in agqueous solution, with the objective of caracteriza-

tion the species presents and determination the respective

stability constants. We have used three differentes methods
of calculation: the Fronaeus method, the projection-sgtrip
method and a linear grafic method.

2} In the second part the potenciometric method
nas heen applied in the acid-base titration, by using the
modern é&laulatimna methods, which hag permited {0 increase
the field of application of potenciometric titrimetry. We
nave used a linear model for titration of weak base with
strong acid. In this manner it was possible to determine the
egquivalence volume and the pKa value of the weak base azide.

3} Finally we nave applied @ linear model for the
titration of a mixture of weak acids with strong base for
the titration of titrable groups of proteins, This study has
been done by titration of protein, which has been treated
with excess of strong acid, with a NaOH scolution. The method
has permited +the determination of the equivalence volumes

and pK& values of the various titrahle groups of ovalbumin,



I - INTRODUGEC

0 objetivo de nossa tese consistiu ew se familiari
zar com 0s varios usos da tecnica pﬁtunciométrica$ onde pro-
CUTBROS apli@éwla em estudos envolvendo a formag%a de comple
xos, em titulactes de acidos ou bases muito fracos e em titu
l&@%@ﬁ de um material mals complexo, tal como as prot@in&s,

Quanto zo estudo ernvolvendo o Tormacao de comple-
X088, procuramos estudar o sistema ¥n(1I) -~ Azoteto em melo &
quose, com o fim de investigar a respeito das &Spécies forma

das assim como determinar as suas constantes de estabilidade.

(1,2)

Tese sistema je havia sido anteriormente por nos estudado ™',
atraves da tecnica @speatrafotmmétwiea, onde foi poagivel ca
racterizar & especie 1:1 e determinar a sua constante de for
MACED.,

Hé na literatura referéncias a estudes potenciome-
tricos de sistemas de metais de transig@o e azoteto, como

(3’&}, zn(lz)w&zateto(ﬁ’ﬁ), cu(11)~
(8,9)

por exemplo Ni{Il)-Azoteto

w&zoﬁatﬁ(?} e Go(Il)-Azoteto . Néo havendo entretanto
mencao a respeito de estudos do sistema Mn(II)-~Azoteto por eg
ta téanicay Procuramos ampregémla a0 estudo desgse sistena.

0 metodo potenciométrico utilizado em nossa inves-
tigagdo fol baseado no estudo realizado por &hrlandcé}, 150
bre a formacéo de complexos do sistema Ni((I)-Azoteto. 0s re
sultados de nogso trabalho foram compativei& com @ existéncia
de duas especies, as especies Mnmg e Mn{ﬁz)g,
e&ntrag%a de lipante livre estudada. A formagéo dessas @ﬁpéw

na faixa de cop

cies assim como o calculo dag constantes de estabilidade das
mesmas foram investigados por diferentes metodos de calculo
{(10,11,12)
A seguir interessamo-nos por certas aplicagOes ana
£ & #
liticas da tecnice potenciometrica desenvolvidas mals recenw

(13m1?>'

temente Fssas aplicacOes, gracas aos novos metodos de

determinacao do ponto final dasg titulacoes potenciomeiricas,



i
tornaran p@ss{val ampliar o campo de a@licagﬁo desta toenica.
Por exemplo, e5ses métodos sho utilizados na titulagﬂ@ poten
ciometrica de seidos ou bases muito fracos, e apresetam di-
versas vantagens aobre as Litulagﬁhﬁ convencionais., Assim,
um acido ou base com constunte de dissociugao da ordem de
iﬁwlg, vode ser titulado com dcido forte ou buse forte, per-
mitindo o ealeulo do volume de equivalincia e da sua constan

143

te de dissociacuo, sinultancamente . Cutrs aplicacaoc im-

portante dessas titu1a§5ws congisie na ﬂet@rminagﬂu de mistu
je wmcidos ou bases, onde pars os varios compenantes pre-
sentes , poderao ser determinados simulténeamente tanto o vo
lume de equivaléncia como & constante de dissociagdo. A con
dicao exigida para que essas titulagoes possam ser realiza-
das, com relacao as diferencas entre cs valores de pk dos

(16,

componentes, ¢ de gue eles sejam da ordem de 0,5 unidade
l?}, portante bem penor que nas situlagoes convencionais,
De inicio procuramos uaplicar esge tipo de estudo

né ﬁitulagﬁo ymﬁ&nciamé%riaa de azoteto com acido Torte, uma
vez que esse ion ¢ ume base fraca com uma constante Kb da or
dom de lOWlQ, e portanto a determinacsao do ponto de eguivé-
léncia nao pode ser feita com precisaoc, de maneira convencigo
nal. Empregamos entao para esse fim um metodo baseado no uti
liezado por Iv&ﬁka{lﬁ}, gue mostrou ser bew sucedido na Litu-
lacio de acido borico com base forte.,

Realizamos esse estudo em forea ionica 1,0 & 0,1,
a 25¢¢, ¢ determinamos em cada forga iodnica o volume de egui
valencia e a constante de equilibriﬁ simul taneamente, obten-
do-se resultados bastante satisfatorios.

Na etapa seguinte, © nosso interesse ge voltou pa-
r& & possibilidade de aylicag&w desses novosg métmﬁcm poLen~
ciometricos a titulug%e@ de prmt&ﬁnaﬁ, gue poderiam apresan-
tar vantagens sobre outros retodos pﬁﬁanci&métri@@s existentes.

™ . s ‘ ’
Nas titulagoes potenciometricas de proteinas relats



3
das na literatura, a curva de titulacfo refere-se a uma curva
de dissociacac, representada graficamente pelo numero de mo=-
les de ions hidrogénic associados ou dissociados por mol de

: e 1E-22
proteina em funcao do pH( ( )

o b opartir dessa curva de titu
lacgho procura-se determinar a quantidade de cada tipo de gru
po titulavel da proteina e seus valores de pK, dadog esses

particularmente importuntes na elucidacdo da estrutura & in-

o ‘ 23mlb
teragoes du pr@telna( 3 )t
Por esta razao, procurames desenvolver um metodo ba
o . . 17 .
scadoe no metodo de Seymour, Clayton e Q. Ebrnando( ), a fim

de tentar determinar o numero de grupos titulaveis pPor mol
de proteina, assim cowo seus valores de pE, através de uma
simples curva de titulagao. Lsse metodo seria bem meis sim=
ples do ponto de vista experimental que os existentes, € por
tanto mais convenlente do ponto de vista analitico.

Para esse pr@péwit& escolhemos a ovalbuming, uma
prmt&ina soluvel em éyu& 2 que ilusira muitos aspectos carac
teristicos de curvas de titulacdo de proteiﬂas(iljw Embora
a primeira titulacac dessa protwina tenha gsido publicada em

(27)

#
, © m&ailg importante estudo potenciome-
(20)

1898 por Bugarszky
trico da ovalbumina foi feilto por Cannan ¢ outros cm 1941
Nesse estudo Cannan realizou titulagles votenciometricas de
ovalbumina com acido forte e base forte, e determinou a guan
tidade e o pK de trés tipos de grupos btitulaveis, o3 grupos
carboxilicos de acido glutﬁmiao e &spértica, 08 grupos imida
zol da histidina e 08 grupos amino da lisina.

No uso de nosso metodo na titulacao da ovalbumina,
consideramos @ solucao de prota{na como sendo constituida de
ume mistura de acidos monopréti003, admitindo gue todos os
grupog de um dado tipo possuiam o mesmo valor de pK. Os resul
tadog gue obtivemos nesge estudo também foram bastante satisg
fatorios. Para a realizacic dos caleulos n@casaériosﬁ ernae

@

metodo fol por nos tratade computacionalmente.
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Ohamando-se

Fyo.o Oy /el (7)
Substituindo-se 1 ¢ 4 em 7, chega~-se a:
I
2 r-1 n-1
¢ e k & “ e & & R
El El* Bra 4 Baa + ‘*Bni %: n ()

A integragio desssa eguagio fornsce:

&i
Fl = (@xpéf ﬁ dga - 1)/ a (9)
)

Para valores multo baixos de g, 0s primeiros dois

. : 3 g 2 . . .
complexos MA e MA, predominam e a funcao }l(a) tendera a se-

2
tornar uma rete, cuja exirapolacio para g = O dara o valor de

Bi (coeficiente linear), e cujo coeficiente angular fornecera

o valor de BQ »

Conhecido o valor de B, a fungso

. , B Fioe & B
{}3}_ - %31} / a = B, 4 Bma 4 eoe 4B B =

. F 3

2

i€ (10}

pif ™Yz
o
i
3

pode ser calculada, e tracgando-gse um grafico de F? VE. Gy O
valor de B@ sera obtido como coeficiente linear e o valor de
$3 como ¢ coeficiente angular limite.

De um modo geral:

t-1 ne3
RS TR !
o= _ - 0" = B B, .a g al”" (11)
t RS T ' RS ;;? “n
o L
a
Se os valores de ﬁl’ o by Btml foram calculados, o termo

P, (0N
&
e conhecido. O valor de Bf node ser obtido como o coeficiente

linear do grafico de F_ em funcao de a, e um valor aproximado

g
da E? 1 pode ser obtido como o coeficiente angular limite.

"~ E ~ P . Y
A eguagao § e uma expressdo polinomial ewm g. 4la 5]

de ser reescrite como uma expressfo polinomial em g

ng
- - 5" -

Fa = By B @ i ‘ﬁmaﬁ'm (12)
" ¥ - l

b4



# 4 .
vortanto, se N e conhecido, rode ser traocado umn grafico de
¥ 9 B i1
o 1=N -1 o “ _ . P
kz& vs. a , gue forneceru o valor de B como coeficlente
- LB

linear e BN 1 como o coeficiente angular limite, guando &

tende a zero.
- 1
Do mesmo modoe gue anteriormente, se BN ¢ conheclido,

4
. ¢ B, , vodem ser obitidos atraves do coelicien
1\1‘“’“}_ g - E\r -
PR

te linear e coeficiente anpular limite do grafico de Fla -

valores de B

O ugoe do metodo de Froneaus reguer gue o eguscac 9

seja integrada. Igso e feito construindo-se um grafico de n

em fungso de g a partir dos dados experimentais. i interral se

# & - « - .
ra a area sob a curva obtida, gque permitira calcular ¢ valor
&

I vy « » - a N . . _ -
de F.. Ha diversos procedimentos para determinfr & area sob a

. L . b
curva, sendo um deles o que empregs um planimeiro.

& PR AT b
11,72 = MBPODUS LINSARES

M - x L4 " E
Ha diversos outros metodos que podem ser empregados
para a determinacio da constante de formagao, a partir da fun

e

S - ¢ e
cao n(a), Entre csses metoedos estao os que ecmpregam graficos

]
Tineares e intercgsa-nos particularmente sgueles aplicados a
. . 11
gistemas onde N = 2( )@
Ag equacoes,
— - D
- o TR D e o F "
A - mjaB, (2 -nja’ B, 1 (13)
n n
a0y, (m-2)an, =1 (14)

(1 - %)a 1 (1 - a)
S —E e | (15)

sa0 equacoes de retas, gue permitirco o obtengao dos valores

de 3i e B. de uma mancira bastanie comodm.

o
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usando-se wma
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9

R{log A)n podem ser calculadas nessa faina.

" @

nese metodo temn & vanitar tratar uw grande nune

ro de dmdos simultaneamente e pode dar uma cotimatliva ?@&153@&
s dos limites de errc dos valores de B, e H.

Tendo-ce nronto um conjunto adequado de CUrVas nore
malizadas R{log Adn, o méﬁa&g pode ser usado muito rapidamente

g conatitui um dos mois realisticos o conveniente para determi

nar o parameire .
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III,1. CORSIDERLCEES GURAIS

o~ —
Conforme ja foi dito na introducao, o nopso objelbi-

vo era dar prosscouimento oo estudo desse sistema, fello ante

riormente por vis G”F\”i?viﬂf@ﬁ?tflb&(l$?>g narg verificar as
@ﬁpéﬁi@ﬂ que se Tormariam em solucas aguesa e deborminar as
suas constantes de formagaoc,

0 méetodo g@t@ﬁci@metrica gue utilizamos se basela na
teenica de medide indireta da concentracac de ligante livre,
atraves da medids da concentracdo de fons hidrogenio.

No presente estudo, essa teenica pode ser empregada
devido ao fato do ligante, © {on N., ser anion do scido fraco

3
HN

-

3
0 Estudo Toi feito a temperatura de 259C o o forga

ionica 1,0 M. As medidas experimentais foram feitas empregan-

do-se un eletrodo de vidro como eletrodo indicador, e como é-

letrodo de referéncia um eletrodo de Ag/hgll.

A celan usada para as medidas de f.e.m. Tol & seguin

v, 025 W NaCl N¢C104 ﬁm M Em{ClQﬂ}ﬁ

whg, AeC110,975 ¥ Na ?lOé 1,00 HoW HCLO

Bletrodo
4 de +

A ¥ Wal vidro

3

Nalld, nara

4
T = 1,00 W

A f.e.m., da cela ¢ dada pela equagac:

&
i
[y
e
},...E
e
i

0 termo © , o netencial formal da cela, permancco-

i

constante por varias horas e inclul ¢ potencial da mels ceg

T LR OR . . ~ o T
la do-eletrodo de ref C“?ﬂ?l%, 0 nmoteneial padrac e oasimetyri-



il

Sk
7y
L

eO eletrodo de vidro o 4 Tersg iﬁ}ngg, +ido como constante.

F
& ftermo fi represents o potencial total de difusac

i
Py

cerado na juncao liguida dentro do cela e seu valor deve ser
" & iy

- . ¢ , .
tao baixo guantoe possivel, evitando-se gradientes de concen-—

trecao. O mesmo melo lonice deve ser usado para solugoes

duns meia celas e pove

O ogistonn uiilizado para as medidas de potencials

W
@ mostrado na fiqoura 1.

o

0 v&%é de titulagac foi comstruide com vidre grosso,

de fundo apropriado para agitador m&gm%ticm, rermitindo uma
verfeita agitagao. O veso era tompado com rolha de borracha
com fures, onde eram introduzidos termdmetro, ponte salina, e
letrodo de vidro e buretas. Tanto o vaso de titulagao como o
reciplente gue continha a ﬁﬁluqaﬁ de ¢loreto de aéﬁiﬂfpwreicw
rato de gédi@, erem envoltas nor uma camiss de vidro, por on-
de circulava égua nroveniente de um banho termostatizado, de

modo & manter a temveratura constante ¢ controlada.

I1Tel =~ DETERMINACAO DE 7

Quande queremos determinar o velor de h empregando-
¥
~ge & equagae 19, temos que conhecer os valores ce & & E§
o B L

para substitulr nessa equacio. Desde que 0 termo pg* inciul o
potencial assimetrico variavel do eletrodo de vidro, devemos
determinar ¢ sew valor para cadsa serie fe medidas. Toda vep que
se inicia uma investirocfo, o velor de (ﬁ$¢+ n.) deve ser de-

terminado para wno serie de golucces onde h e conhecido. O va

S S, ) )
lor de (E + L&> ¢ constante somente guando uma peguens VOr-

el
vl . : 1y . > 3o . ¢ :' -

gac de v e substituida nor uﬁ nooue indicsE gue Ej e deapras-

+ ) . L e e ¥ . i #
zivel. Para um olto crau de substituicae (87 4+ 1.) ndo sers

J
e -

ais constante, entretanto & variagao e linear ¢ potemas escre

ver @ eguagao 14 do seruinte modo:

B D0 4 HT dn b4 kh (20)
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Meura 1. Sistema utilizado para as medidas de

potencial.

2

o

a7

2

7

.w”g::;;“wﬁ

' POTENCIOMETRO
5

1 = Eletrodo de prata~cloreto de prata(eletrodo
de referéncial.

2 - Sistewa contendo cloreto de sodio 0,025M/pex
clorato de s6dio 0,975M.

3= Ponte galina - 1,000 em perclorato de sodio.

E <N
H

hgitador.
5- Vaso de titulacgao.

b~ Bletrodo de vidro (eletrodo indicador).

T

i

Bureta.



donde

o

) L Lot
Portanto, usando-se a ccousgao 20, os valores de E

e X podem ser obtidos como 2 intersegio (coeficiente linear)
¢ & declividade (coeficiente angular) da reta, respectivamen=—
te, obtida da curva cuando se toma [ - RT In h ve h. O valor
i ®o
de k& depende somente do meilo ionico, isto e, do aselvente, da
natureza e concentragio do eletrolito, nZc sendo afetado pela
L4 a &
presencd do lon metalico e ligente, desde que 0 eletrolito su

porte esteja presente em grande excesso. Uma vesz gue tenha si
. . Lot .
do determinado o valer de k, o valor de L node ser determi-

ado para cade serie de medidas, atraves da @quagﬁ@:
Lo . o
£ = 0~ AT In b - k h (2
T
. LOf . . ‘. -
Bmbora I varie alguns decimos de milivelts de wm
dia para o outro, grandes variacoes podem significar deterio-

raggo do eletrodo de vidro.

o R #
0 valor de h n&a solucgao teste ¢ obiido atraves da

i

£

-

medida da T.e.m. ¢ dos valores de B conhecidos atraves

m®
=

da equagac 23, Nos casos onde as solucdes possuem alta acides
@ Eg néo seja d@ﬁpyezivelg obtem-se primeiro um valor aproxi-
madoe de h, fagendo-se k = 0, refinande-se nostericrmente por
meio de apraximmg%as SUCEeSSIVAS.

Desse modo, 2 fim de testar ¢ sistema por nos monta
do, fizemos uma serie de medidas usando-se solugoes de scido
perﬂ}éri@&f com forca idnica ajustada para 1,0 ¥ com perciora
to de %5@i$, & temperatura de 2590 , cujas concentragoes e
respectivos valores de f.e.m. encontrados acham-ge na tabela

Le

. o e .
De acordo codl & equigao 23, colocamos num grafico

B o~ 59,16 log h em fungao de h e obtivemos uma reta cujo coee
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ficiente angular formeceu o valor de k, conforme ¢ mostrado
na figura 2. Nessge caso, h = H,

Foi usada & seguinte cela para as medidas da forga
gletromotriz:
C,02% M NaCl H M HCLO

1.00 W 4 Eletrodo
: v - a7Ts N y - . I .
Ag/hegCl 0,0975 M Hal10 NaCl0, pare e +

ﬁale& 4 I = 1,00 M vidro

¢ valor de k obtido &tF&VéS do coeficiente angular
o O SO -1 ’
da reta da figura 2 ¢ de 62,7 wV.mol .1, gque esta bem concor

(28)

dante com o apresentado por Rossotil y Gue ¢ de 63 mvwmolw%

1, & o valor de EQ‘ obtido por extrapolacao e de 333,0 mV. A
vartir desses dados, podemos obter o valor do potencial de
jungho atraves da equagdo 21.

Como as nogsas medidas experimentals foram feitas &
259C, e o valor de k esta agora determinado, podemos escrever

a equagdo 19 da seguinte manira:
ot : .
B o= 2 4 59,16 log h + 62,7 (24
Do mesmo modo, a equacio 23 torna-se:

¥

Tfabela 1. Dados referentes a determinacéc da relagao

entre Ej e concentrageo de acido perclorico

O‘

B/mV H/ mi 59,16 log b {E Ej)/mv
238,8 501,0 17,8 301,6
279,0 200,4 41,3 320,3
267 44 100,2 59,1 326,5
253,7 52,10 75,9 329,6
229,8 20,04 100,5 330,3

21451 10,02, . 118, 3 332,4




~ 59,16 log h)/nV

oy
g

(x

330

320

310

| a s @ z
100 200 300 400 500
h/m¥
Figura 2. Grafico E-59,1610g h em fungfo de h , utilizado na determi
nacio de X.

4T



IIT.3 - WMEDTDAS iv

(7415

As medidas exwer imentais para a determinacaoc da
feeem,., referentes as solucles em que foi feita a determinacao
das constantes de f@fmawa@ dos complexos do sistena ¥n{II}-Azo

i) e ok

teto, toram feitus empre

sndo-pe a técnica da titulacao poten
az&metflaw. Por este progedimento, foram obtidos varios O~
tos da %itul&gﬁ@, Griede afaﬁnxeﬁhra@ﬁo hidrwgami@miaa ers de-
terminada, permitindoe a partir dai calcular-se a c&ﬁcwmtragﬁﬁ
do ligante livre, para @ﬁiﬁ@ se proceder & &pliﬁ&g%m dos métg
dos adeguados de célauim? que momA}@v&ram a determinar os valo
res des consntantes de formagao.

Antes de iniciar ume titulagio, o eletrodo de vidro
era calibrado, usando-se uma solucaoc de HC104 de for¢a ionica
1,00 , cujo valor de h era conhecido. A& f.e.m. da cela consti
tmid& desgs solugio, do eletrodo de vidro, do eletrodo de re-
ferencia e da ponte salina, era entéo nmedida ¢ o valor de EG
determinado atraveés da eguagdo 25.

Em seguidsa, une titulacac era feita empregando-se
duss buretas gue continham as gaimgﬁga TR & T?, de onde eram
adicionados volumes iguais a YQ ml da solugdo S, e o poten-
cial ers medido a cada adicBo. A composicdo dessas solucbes e
a seguinte: |
Cy M Ma(€10, ), | 2C, N N¥n(C10,),

A M NaN ' ST
i n HOLO, | oy w > H HC10

(3’9(}0 - 3 } ]{;ﬁi },m§@fi T}“ (192{}{} hite :}L) {?(‘):
C Nall0

4
4 |- ec) u

ac104

i3

zE

£

Diversas titulagoes foram feitas, e a cela galvénica

envolvida esats repregentada pelo esguena da pégina 10

As m@ﬁiﬁ@g foram ajustadas de tal moda que a concen

tracio do metal foi Han @da con stante 1o’ transcorrer ds bitus

g : s @ -~
lagao. As titulacgoes foram repetidas ate que uma concordancia
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de 0,2 mV foi obtida,
A temperaiture da cela ers conitrolada e mantida &
25,00 + 0,05 €0, atraves de 1r&u1&w oode égua de wm termosta
to. Com og valores de U0 e b obtidos, o valor de h para cada
ponto da titulagﬁ& foi caleulado usando-se & equacao 24,
Nag medidas de potencial referentes as solugtes cu-

jos dados foram empreg

ados na determinagac das constantes de

M
o

formacac, ngo ha necessidn’e de correcao devido no potencial

e H . " * .
de juncao, vor ser ¢ mesmo desprezivel. Isso e facil de per
visto levando-~se en conta gue 4 councentragao h*@“@“wﬂlﬁ%l&& eg

« . . ~4 -6 .
ta no intervalo de 10 g 10 f, ¢ considerando-5e 0 caloulo

de E? pela equacao 21. Por outro lado, o potencial de juncao
devido & substituicio de perclorato de sodic vpor azoteto de

# # o . .
sodio, tambem nao precisa ser levado em conta, desde que 0

e £ a aﬂﬁg”* € e em grande excesso.
r@iowatw de sodio esteja nreaent 1 grande excesso

TIl.4 ~ CALOULOS © RESULTADOS

Og dadog experimentais e aolpuns caleculos encontrame-

%

-se nas tabelas 2, 3, 4, 9, 6, 7 e 8. A partir dos dados expe

rimentais, caleulamos n para cada ponto de cada titulacgho, em
pregando-se a @qwagﬁo 2, mermitindo-nos entao %r&"af s gwﬁfimﬁ
n/e em fum@%m de &, ﬂ@mférm@ & mostrado na figura 3. O caloulo
do valor da concentraciao do ligante livre, &, e feito utilizan
do-ge & eQUACED:

& = Kald - W)™+ (26)
onde Kz e a constante de dis sociacgo do HN

~5

e de 3,61.10 M, determinado nas nossas condicoes experimen-

(8) L

tats » mEsa valor e bhem concordante com o valor encontrado
4

por Arland NesSas mesSmas anﬂigﬁeﬁw

L cujo valor usado
d

ey
B

i

wu

08 calculos oara a obtencio dos valores das constan
 %@3_&&'fﬂrmmgaﬂ_fﬂwﬁm_imi&imlmgnﬁa feitos empregando=-se G me=

tode de Froneaus (equagoes 1 a 17}, de modo semelhante ao usa
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(4)

do nor Ahrland

[

A& ares =ob a curva representada na figura 3 {v/z vs

a), permitiu-nos cal

g H i D g I e &
cular = fungaeo ¥, atraves da equsgao 9.

whon

Parae facilitar o procedimento desse cnlculo, pode

sor definida a seguinte Tunge
@
Iin F mwj{ n da (27}
G "“;

portanto:

Substituino-se essa express S50 1A equagao 9 fica:

FEKFWI %.é, &*Bﬁn&newﬁwg'ﬁ ! (29)
&

Conforme nos mostra & equagac 27, 8 srea sob @ cur-

- -~ . . . . : v
ve n/a ve a nog da o valor de 1n F. Dispondo-se entao do v

Z

" 14 e .
lor de I', sera possivel calcular a fungao Fl atraves da € UEL-

cao 29.

Com oy valores caloulados de F} (tabela 9, traca-
mOE um gréfi&m de ?l an fmm@&@ dog reﬁwmétivwﬁ valores de 2,
gue e mostrado na figura 4. Kxtrapolando-se 2 curva obitida pa
re &= 0, obtivemocs o valor de Bl como coeficiente linear e o
valor de B, como a inclinacBo limite. Hsses valores foram resg
pectivanente 4,3 e 1,8,

Como podemos observar na figura 4, praticamente uma
reta & obtida @o Tongo de todos oz pontos experimentais, sige
nificando gue podemos super cue nag nossas condicoes experi-

mentais, o siste Mn (11} - Azoteto apresenta apenas & forma-

gao de duss especies, as wwne@ﬁgﬂ ¥nNt e Mn{N

3 }}2”

Conhecendo-se o valor de 31, o valor de B,
p 4

obtide maisg precisarente atraves da ecuagac 10, gue foi ussado

nede ser

# nr ) . I *
para o calculo da fungao I, (tabeln 8 ). Fizemos entao um gra
- =
fico de Fp em funcgao de g, que ¢ mostrado na figura 5. Ixtra-
nolando~5e a curva obtide para g = (O, obltivemos um valor de

B, fgual a 1,8, como coefliciente linear da reta.

[
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Obgervando~se o figura %, vemos que a curva obtida
tende & se tornar wma reta paralels & abcissa, ¢ que nos in-
dica que nao e fgrmmg§0 detetavel de gualguer cvutra eﬂpécie
em nosso sistema, coniirmendo 2 observacao feita sobre o gsé
fico da figura 4.
B se acumulariao

1ttt -1
noe valoyr de 8t {equacao 11), e interessante tambem empregar ©

Jome arros nos valores de B

W \ "~ . : . -1
metodo de Froneaus usande expressoes polinomiels em & (@quﬁ
cao 12), para se verificar a reprodutibilidade dos resultados
obtidos. Se as constantes obtidas nio concordarem satisfatoria

mente, elas poderao ser refinadas por meio de apraximag5e5 S

(10)

cesgivas .

Como os nessos calculos usando polinomiais em & @
pregentaram resultados a@mp&tiweia com & formacao de apenas
dois complexos, & equacao 12, com N = 2, se torna:

-1 -1,

F a = B, 4 B,a 0
1 o ¥ 8y (30)

o o wl ) o
Fazendo-se entao um grafico de ?ﬁ& gm fungao de

-l . ) ~ ], ’

& 7, obtem-se uma reta, cuja extrapolagao para a = (0 nos da
o valor de 82 como coeficiente linear, e cujo coeficiente an-
gulear limite nos da o valor de B

1

0 valor ce E& p@ﬁaré ser mais precisamente obiido
empregando-ge 4 equacio:

F, ~ Bya = B (31)
obtida a partir da equagao 30,

Tragando-ge wm grafico de Ei - Bza em fungao de ﬁfl,

coten-ge uma reta paralels o eixo daas abeissas, cuja extrapo

lagiio para a > = 0 nos daré o valor de B, .

e o g 4 © v x g K
Na figura 6 tem—se o grafico referente & eguagao 30,

onde o valor de B? obtido e igual & 2,0, e o de Bl ieual 8 4,3,

i - . ” L . M Lo
Na figura 7 tem-se o grafico relativo a equacgao 31,

onde éTvalar'&@fﬁl"éhddﬁﬁraéo e igual & 4,3.

< ) - 3 4 ®
Us dados necessarios aogs calculos relativos ao uso
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dag equagoss 30 e 31, assim como os valorss de ﬁia &
Fl e ﬂga, sae encontram ns tabelas 10,

Tambem foram feitos caleulos empregando~-se metodos
@ﬁp@&ifi@@s para sistemas onde N = 2, para se obter uma maior
geguranga guanto a rmpxodutibilidade dos resultados, permitin
do uma melhor verificagdo da precisfo obtida.

Utilizamos entao a equag%m L3, relativa a um métoda
linsar, e construimos um gréfic@ de (2 - 5}&2/ noen funcido de
(n -1)a/ n, que nos perwitiu obter o valor de 2,9 paru B, a
partir do ceeficiente linear (1/52) da reta, e o valor de 4,2

para B. a partir do coeficiente angular (»«81/82)e

it

Na tabela 11 estfo os dados necessarios aos calou-
iog referentes ao uso da @quagﬁe 13 e na fipgura 8 temos o gré
fico (2 - ﬁ)ag/ n vs. (n - 1)a/ 0.

Finalmente empregamos o método da "nrojecdo de fai
xgs', para obter os valores dag constantes Bl e Bz, Egse métg
do esta discutido na secas II.3 e envolve o uso das eguagdes
16, 17 ¢ 18.

Na figura 9 tém-se o gréfico da familia de curvas
tedricas R{log A)h. Cada curva teorica foi calculada para um
particular valor de n, de onde foram obtidos diversos valores
de R, usando-se ume forma apropriada da equagio 17. Com esses
valores, fol feito o grﬁficm da familia de curvas, toméando-se
log H em funcao de log A, para cada valor de n empregado,

Na figura 10, temos o grafico n em funcéo de log a,
feito a partir dos dados experimentais n e a, que estéo na ta
bela 12, usando-se a mesma escala de abcissa do grafico da i
gura 9. Para valores de n relativos as curvas tecoricas da
figura 9, dentro da faixa de valorss de n de nossos dados ex
perimentais, realizewos a "projecac de faixas", marcando-se
esses valores wos correspondentes valores de &, no eixo log a.

Em sepuida fizenos a sobreposigho das projecdes de
faixas (log a)n da Tigura 10 com a familia de curvaes teoricas

da figura 9, para obtermos o melhor ajuste possivel de to-
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dog os valores de n na regiao de nossos dedos experimentais
(1inha pentilhada da figura §) . issim, obtivemos o valor de
log B como & ordenada correspondente & esse zjuste, sendo eg
ge valor iguel a8 0,44, &travéa do gual deternminamcs & razao
91/321/3,

& constante B? foi calculada atraves da eguacao 18,
onde o valory de 0,20 para log a, foi 1ido no ponto de interw
@@gﬁ@ do eixo log R{log A = Q) da figura 9 com a ”projagﬁﬁ
de faixas™ da figura 10.

Os valores das constauntes de formacao B, e B, obti

dos a partir desses valores de # e log & foram respectiva-
mente de 4,4 ¢ 2,5,

Na tabels 13 estlo reunidos os valores de B, e B,
calceulados pelos metodos que empregamos.

Tomando-se valores de 4,3 para B, e 1,8 para B

1 27

construimos ¢ diagrama de distribuicac para o sistema ¥Wn{JIIl)-
~Azoteto, cujo gréfico ¢ mostrado na figura 11. Us valores de
ﬁg, que sdo apresentados n& tabela 14, foram calculados atra

ves da equagho o = BﬁaﬁXﬁi Bn&n, onde ¢ nesse CAS0, varia
de 0 8 2,

Finalmente, na figura 12 apresentamos o gréfico de
n @m‘iﬁngﬁa de log 2, onde og pontos correspondem aog valo~
res de n obtidos a partir dos dados experimentals, que se en
contram na tabela 12, e a curva traceda corresponde &aocs valg
res de n calculados atraves da equacac 16, onde tambem foram
usados cog valores de 4,3 ¢ 1,8 para Bl & BQ respectivamente.
Podemos verificar na figura gue a curva tracgada se ajusta bem
208 pontos experimentals.

Convem ressaltar gue mesme gue btenhamos vulores de
%m gue concordam spreciavelmente com pontos experimentais
N VE. log a, poderemos nao ter certeza da existéncia de um

dado complexo m&qg egspecialmente se apenas uma pequena Ira-



(;&c} desse complexo fosse esperada de se lormur, mesmo 2 uma
m&nc&ntraQﬁo 5tima de ligante livre, em virtude de se ter

ums. ecndi§50 de constantes por etapas do tipe Kn ggxn+1a En-
tratanto, para gistemas contendo dois complexos, ha métodos

. o . s ~ . £ L
graficos que poderao der uma indicagaoc mals realistica dos

£ - . , . 1z, 12
provaveis limites de erros dos valores de Bn obtldos( t, }.
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Tabels 2. Dados referentes as medidas patanaiamétriw
cas do sistema Mn(II)-Azoteto. O simbolo se

refere a tabela 8 e & figura 2.

A |
L]
® = 333,2 oV V = 50,15 ml

§§mel E/mV  h/mM  H /B A/mN a/mM n (E/a)/mml

54,15 74,9 0,0430 14,65 29,52 12,25 0,0496 4,05
55,15 65,0 0,0293 14,57 36,22 17,92 0,0703 3,92
56,15 58,1  0,0224 14,48 42,70 23,33 0,0917 3,93
57,15 52,6 0,018l 14,41 48,94 28,75 0,108 3,77
58,15 48,4 0,0153 14,33 54,97 33,68 0,130 3,87
59,15 44,8 0,013} 14,26 60,80 38,55 0,149 3,88
60,15 42,0 0,0120 14,19 66,43 42,78 0,177 4,14
61,15 39,3 0,0108 14,12 71,88 47,30 0,196 4,14
62,15 36,6 0,00969 14,05 71,15 52,30 0,202 3,86
63,15 34,3 0,00886 13,99 82,26 56,93 0,212 3,72
64,15 32,2 0,00817 13,93 87,20 61,51 0,220 3,57
66,15 29,1  0,00724 13,81 96,65 68,81 0,262 3,81
68,15 26,0 0©,00642 13,70 105,54 177,02 0,277 3,60
70,15 23,6  0,00584 13,59 113,92 83,91 0,307 3,66

V = (Vaw 2v) ml




24

Tabela 3. Dados referentes as medidas pmtenciﬁmétrim
cas do sistema Mn(IT)-Azoteto. O simbolo se

refere a tabela & e & figura 2

]
80 = 333,4 mv v, = 25,08 ml

*vy@x B/mV h/m¥ H/mMo A/mM a/mM n (ﬁ/a)/m“l

27,08 98,9 0,108 25,10 36,78 &,30 0,033 3,92
©29,08 64,9 0,0289 25,09 65,50 31,28 0,114 3,63
31,08 52,0  0©,0175% 25,09 96,14 51,70 ©,181 3,50
33,08 44,2 0,0129 25,09 120,43 70,04 0,236 3,38
35,08 39,0 0,0106 25,09 142,0 87,75 0,292 3,39
37,08 35,0 0,00903 25,08 161,2 100,2 0,335 3,34
39,08 31,8  0,00798 25,08 178,4 113,% 0,372 3,28
41,08 29,1 0,0071& 25,08 194,0 126,1 0,400 3,17
43,08 27,0 0,00662 25,08 208,1 136,8 0,431  3,1%
45,08 25,0  0,00612 25,08 220,9 147,9 0,448 3,03
47,08 23,4  0,00575 25,08 232,7 157,4 0,469 2,98
149,08 22,0  0,00545 25,08 243,5 166,2 0,488 2,94
51,08 20,9 0,00522 25,07 2%3,5 173,4 0,513 2,96
53,08 19,6 0,00496 25,07 262,7 182,4 0,515 2,83
57,08 18,07 0,004566 25,07 279,2 194,1 0,560 2,88
61,08 16,3  0,00436 25,07 293,5 207,4 0,570 2,75
65,08 15,1  ©0,00416 25,07 306,1 217,3 0,595 2,74
69,08 14,0 0,00399 25,07 317,2 226,8 0,610 2,69
73,08 13,0  0,00384 25,07 327,31 23%,8 0,618 2,62
- 15,08 12,6  0,00378 25,07 331,6 239,5 0,626 2,61
it . =

V = (Vm+-2V) ml
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' h 4 g s »
Tavela 4. Dados referentes as medidas potenciometricas

do sistema Mn(II)-Azoteto. O simbolo se refe

re a tabels & e & figura 2.

V= (VQ+»2v) ml

. g% = 333,2 mv v, = 25,08 ml
: *y/ml B/mv n/mM BN A/eM a/mM B (B/a)/E
- 33,08 65,6 0,0300 50,12 120,4 60,4 0,186 3,08
- 35,08 58,6 0,0228 50,12 142,0 79,3 0,234 2,95
. 37,08 53,6 ©0,0186 50,12 161,2 96,4 0,275 2,85
. 39,08 49,8 0,0162 50,12  178,4 111,7 0,310 2,77
: 41,08 46,9 0,0145 50,12 194,0 125,1 0,351 2,81
- 43,08 44,2 0,0130 50,12 208,1 138,9 0,35 2,56
- 45,08 42,3 0,0121 50,12 220,9 149,6 0,397 2,65
. 47,08 40,7 00,0114 50,12  232,7 159,2 0,437 2,74
: 49,08 39,3 0,0108 50,12 243,5 168,1 0,472 2,81
: 53,08 36,8 0,00976 50,11 262,7 185,3 0,510 2,75
3 57,08 34,6 0,00896 50,11  279,2 201,9 0,508 2,52
3 61,08 33,0 00,0082 50,11 293,5 214,8 0,534 2,48
3 65,08 31,7 0,00800 50,11  306,1 226,0 0,560 2,48
; 69,08 30,6 0,00767 50,11  317,2 236,9 0,583 2,47
j{ 73,08 29,7 ©,00513 50,11  327,1 244,3 0,611 2,50
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Tabela 5. Dados referentes as medidas petanciométricaa

do sistema Mn(Il)-Azoteto, O simbolo se refe

re & tabela 8 e & figura 2.

¢ = 333,2 av v, = 25,08 ml
%%Xml E/mv h/ H/mb Ao a/mi 7 (R/a)/w T
31,08 78,00 ©0,0486 50,12 96,53 37,23 0,132 3,54
33,08 66,7 ©,0313 50,12 120,9 57,81 0,186 3,21
3%,08 60,0 00,0241 50,12 142,5 75,04 0,249 3,31
37,08 55,1  0,0199 50,12 161,8 90,78 0,299 3,29
39,08 51,2  ©0,0171 50,12 179,1 105,7 0,333 3,15
41,08 48,3 0,0153 50,12 194,8 118,3 0,376 3,18
43,08 45,9 ©0,0139 50,12 208,9 129,9 0,413 3,18
45,08 44,1  0,0130 50,12 221,9 139,4 0,462 3,32
47,08 42,3 0,0121 50,12 233,4 149,5 0,487 3,25
49,08 40,8 ©0,0114 50,12 244,5 158,5 0,513 3,24
53,08 38,3 0,0104 50,11 263,86 174,7 0,557 3,19
57,08 36,3 ©,00958 50,11 280,3 188,8 0,592 3,13
61,08 34,7 ©0,00900 50,11 294,7 200,9 0,623 3,11
65,08 33,4 0,00856 50,11 307,3 211,3 0,655 3,10
69,08 32,3 0,00820 50,11 318,5 220,6 0,683 3,09
73,08 31,4 ©0,00792 50,11 328,4 228,5 0,712 3,12
75,08 31,0 0,00780 50,11 333,0 232,0 0,726 3,13
A

Vo= (VQ+ 2v) ml



Tabela 6. Dados referentes as medidas potenciometricas

do sistema Mn{IIl)-Azoteto. O gimbolo se refe

re & tabela 8§ e & figura 2.

O
2= 333, v, = 20,01 ml

%%/ml E/mV n/my B/mM  A/mM &,/ M n (ﬁ/a)/mml
24,01 84,2 0,0608 50,13 83,30 29,74 0,108 3,64
28,01 57,4 0,0214 %0,12 142,8 84,46 0,256 3,02
30,01 51,6 ©0,0171 50,12 166,6 105,8 0,330 3,12
32,01 47,3 ©,0145% 50,12 187,4 125,1L 0,377 3,02
34,01 44,0  0,0127 50,12 205,8 142,3 0,416 2,93
36,01 41,4 00,0180 50,12 222,2  157,4 0,453 2,88
38,01 39,3 0,0106 50,12 236,8 170,8 0,491 2,87
40,01 37,6 0,00991 50,12 249,9 182,55 0,536 2,94
44,01 34,8 0,00889 50,11 272,7 203,% 0,589 2,89
48,01 32,5  0,00813 50,11 291,6 222,6 0,586 2,63
52,01 30,9 0,00764 50,11 307,6 236,99 0,639 2,70
56,01 29,4  0,00720 50,11 321,4 251,1 0,624 2,48
60,01 28,4  0,00693 50,11 333,4 261,1 0,684 2,62

#

V o= {VO+ 2v) ml
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Tabela 7. Dados referentes as medidas potenciométricas do
sistema Mo{Il)-Azoteto. O simbolo se refere a

tabela 8 e & figura 2,

B = 1333 mV ¥V o= 40,02 ml

%vfmz L/mY n/mM B/mM ASmi g/ mil n (ﬁ/&)/m“l

43,02 65,4 0,0297 14,71 34,87 17,85 0,072 4,06
44,02 54,3 0,0193 14,60 45,43 27,32 0,110 4,01
45,02 46,8 0,0144 14,50 55,53 36,33 0,146 4,02
46,02 41,1 0,0115 14,40 65,19  45,0% 0,178 3,95
47,02 36,6 0,00967 14,30 74,43 53,34 0,210 3,95
48,02 32,7 0,0083% 14,21 83,30 61,69 0,229 3,71
49,02 29,5 0,00734 14,13 91,80 69,45 0,255 3,66
50,02 26,6 0,00656 14,04 99,96 77,30 0,267 3,45
52,02 22,1 0,0055C 13,89 115,3 91,08 0,321 3,53
54,02 18,3  0,0047% 13,74 129,6 104,5% 0,351 3,36
56,02 15,2  0,00421 13,61 142,8 116,8 0,385 3,30
58,02 12,5 0,00379 13,48 155,1 128,5 0,407 3,16
60,02 10,4  ©0,00135 13,37 166,6 138,2 0,464 3,36

*r = (V_+ 2v) nl
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Tabela 8. Composigéo das solugOes referentes as tabelas

2y 3y 4y 5, 6 e 7.

§: C, = 0,05355 M, ¥ = 0,01502 M, CN&GKQ4 = 0,8344N
1,0 A = 0,7992 ¥, Gﬂaﬁlﬁﬂ = 0,8344 N
T,t € = 0,1071 M, H = 0,02001 W, cﬂaﬂi@4 = 0,6286 M
r
51 Gy = 0,1071 M, H = 0,02510 ¥, “NaCl0, = 0,6286 I
ER 0,9959 M
T,: C, = 0,2142 N, H = 0,05010 W, QN&8104 = 0,3073 ¥
S: Cy = 0,05355 W, H = 0,05013 M, CN&GIQ% = 0,7893 M
T, A = 0,9959:M
T,: €, = 0,1071 %, H = 0,1002 X, gNaclﬂd « 0,5785 N
53 GM = 0,07003 M, H = 0,050L3K, GN&Q1G4 = 0,7398 M
Tiz A= 1,000 M
T,: G, = 0,1401 ¥, H = 0,1002 M, ﬂmac104 = 0,4795 M
5: €, = 0,03232 M, H = 0,05015 M, NaCl0, = 0,8529 ¥
T A = 1,000 ¥
T, C, = 0,6464 ¥, 1 = 0,1002 M, GNaGKGa - 0,7062 W
5+ €y = 0,03232 M, H = 0,01506 M, Gmac1@£ = 0,9030
& |Ty: A = 1,000 K
g

i

ng C, = 0,06464 M, H

¥ (3,01998 M, “NaCllO, = 0,7063 M

4
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Tahaels 9, Metodo de Fromaeus.

% A e
e &, referentes a figura 3 e 83 equigoes

Valores de Iin F, F

:L’

1a 12, 27, 28 e 29.
a/ m in F R . E,
5,00 0,0213 1,022 4,31 2,16
10,0 0,0423 1,043 4,32 1,81
15,00 0,0629 1,065 4,32 1,63
20,00 0,0831 1,087 4,33 1,63
2% ,00 20,1031 1,109 4,34 1,76
30,00 0,1228 1,131 4,36 1,84
35,00 0,1422 1,153 &, 37 1,86
40,00 0,1613 1,175 4,37 1,86
45,00 ¢,1800 1,197 4,38 1,87
50, 00 0,1986 1,2120 4,39 1,89
60,00 0,2350 1,265 4,42 1,91
70,00 0,2700 1,310 4,43 1,82
80,00 053043 1,356 4,45 1,83
90,00 0,3379 1,402 4,47 1,85
100,00 0, 3707 1,449 4,49 1,87
110,00 0,4038 1,496 4,51 1,90
120,00 0,4341 1,544 4,53 1,91
140,00 0,4952 1,641 4,58 1,98
160,00 0,55%45 1,741 4,63 2,07
180,00 0,6124 1,845 4,69 2,19
200,00 0,6686 1,951 4,76 2,29
220,00 0,7227 2,060 4,82 2,36
240,00 0,77T54 2,171 4,88 2,42
260,00 0,8272 2,287 4,95 2,50




Tabels 10.- Metodo de Fronasus. Valores de ﬁml,

31

~1

Iﬁla

@ 3&?1 o %28” referentes a Figura 3 e 88 o-

quacoes 30 e 11,

aml/mﬁﬁml F, 2 * B~ Boa

200,0 862,2 4,30
100,0 431,8 4,30
66,67 288, 3 4,29
50,00 216,6 4,29
40,00 173,8 4,29
33,33 145, 2 4,30
28,57 124,7 4,30
25,00 109, 4 4,29
22,22 97,42 4,29
20,00 87,89 4,29
16,67 73,58 4,29
14,29 63,24 4,29
12,50 55,58 4,29
11,11 49,63 4,29
10,00 44,87 4,29
9,091 40,99 4,29
8,333 37,75 4,29
7,143 32,70 4,30
6,250 28,95 4,31
5,556 26,07 4,33
5,000 23,79 4,36
4,545 21,90 4,38
4,167 20, 34 4,40
3,846 19,04 4,43
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Tabels 11. Metodo linear, relativo ao uso da eguacio 13,
Os valores de n foram obtidos atraves da fi
gura 1,
n &/ mi Y.107 x.107°
0, 0806 20,00 9,526 22,81
0,152 40,00 19,51 22,39
0,215 60,00 29,83 21,86
0,273 80,00 40,52 21,33
0,325 100,0 51,54 20,77
0,372 120,0 61,02 20,26
0,421 140,0 73,42 19,22
0,469 160,0 83,62 18,13
0,515 180,0 93,47 16,97
0,550 200,0 105,46 16,37
0,583 220,0 117,64 15,74
0,626 z@agm 126,31 14,31

- - -
Y=(2~n)a /n e X=(n- 1)an
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Tabela 12. Metodo de "projecac de faixas". Valores de

2, n/a, n e log a, obtidos a partir de fi-

FUra 4.

B/ ml (ﬁ/a}fmmk n log a
5,00 " 4,18 0,0212 ~2, 301
10,00 4,13 0,0415 -2,000
15,00 4,08 0,0614 -1 ,824
20,00 4,02 0, 0806 ~1,699
25,00 3,96 0,0995 ~1,620
36,00 3,90 0,117 ~1,523
35,00 3,84 0,135 -1,456
40,00 3,78 0,152 -1,398
4% ,00 3,73 0,168 -1, 347
50,00 3,69 0,184 ~1, 301
60, 00 3,61 0,215 ~1,222
80,00 3,44 0,273 ~1,097
90,00 3,36 0,300 ~1,046
100,0 1,29 0,325 ~1,000
110,0 3,23 0,350 -0, 959
120,0 3,16 0,372 ~0,921
140,0 3,09 0,421 -0, 854
160,0 2,95 0,469 -0, 796
180,0 2,88 0,515 -0,745
200,0 2,80 0,550 ~0,699
220,0 2,72 0,583 ~0,658
240,0 2,65 0,626 0,619

260,0 2,58 0,673 ~0,585
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Tahela 13i.- Valores de @1 e B,, obtidos pelos diversos

metodos de calcule empregados, para ¢ sis-

tema Mn{IT)=-Azoteto.

Betodo: Fronaeus : Fr@nﬁgga hinear "Projecan
em & | em & de faixan”
e :
B, /M 4,3Y 0,4 4,3% 0,4 4,2%to0,5 4,4 %0,5
ﬁgfﬁ”g 1,86t 0,6  2o0to,e 2,9%1,0 2,5%0,8
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Pabela 14. Valores de CM% e log a, para o sistema ¥n{Il} -

Azoteto.

log a wﬁ} ng mé

-2, 30 ¢, 979 C,021

=25 00 0,459 0,041

-1, 82 0, 939 0,061

~1,70 0,820 0,079

-1,52 o, 864 0,114

~1,40 0,651 0,140

R O, 741 0,204 0,006
w1,10 0,738 0,253 0,011
w3, 00 G,691 0,297 0,018
-0, 92 0,649 0,335 0,026
-, 65 0,611 0,367 0,035
-0, B0 0,577 0,397 0,045
-0, 74 0,546 0,422 0,056
-0, 70 0,518 0,445 0,068
-, 66 0,449 0,405 0,080
-0,62 0,468 0,483 0,094
-0, 04 0,446 0,499 0,107
-0, 52 0,408 0,526 0,134
=0, 40 O, 367 0,572 0,193
-0, 30 0,276 0,597 0,229
=0y 15 0,204 0,615 0,241
-0, 097 0,179 0,615 0,232
-0, 046 3,158 0,612 0,219

~(1, 022 0,149 0,608 0,213




(n/a) .M

i i

L% I
o

50 OO 1 2430 250
a/mh

Pigura 3. Qﬁa em f&ﬁ@éﬁ de a, para o sisiema En{II)-Azoteto

9¢



Figura 4. Metodo de Fronaeus. Aplicagdo da equagao 29, F, em fungac de &.
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a/m¥



Figura 5. Método de Fronasus. Aplicacdo da equmgdo 10,

F, en fungac de a.
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Pigura 6. Netodo de PFronseus. AplicacAo da equagho 30,

Ek&wi em fungdo de ﬁfi

160

100

20 25
aml/ﬁ;{ml



5,0
%wﬁia
4,5
4,0
3,58

Fgura 7. Metodo de Fronseus. iplicacio da eguagBo 31.

HR-B

e em fungao de g"’}*

OV
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Fgura 8. Metodo linear, ﬁpliaagﬁﬁ da equagao 13.

(2w§}&£f§ va. (n ~ 1)a/n

|

0,5 1.0 1.5 2,0 2,5
(n - 1)a/n.10




i

-2,0

Figura 9, Hetodo da "projecao de faixas". Mrilias de curvas

log R em funcso de log A
g §ao g
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Grafico de

de faixzas®.
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Mgurs 11. Fracéo de ¥n(II) em suas varias formas como

uma fungéo de concetracdo de ligante livre.

0,25
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0,1

0,6

0,5

O, 4

45

Pigura 12. Grafico n em funcgdo de log a. Os pontos fo-
ram obtidos dos dados experimentals e a our
va tracgada foi obtida a partir dos valores

de 4,3 para B, e 1,8 para B, .

1

log &
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TIT.5 - CONCLUSAC

O estudo potenciometrico do sistoms wn (11 - Azoteto
e
em fTorca idnica 1,0 1% e a 2580, apres entou resultados Com

¢ # &
tiveiln Ccom & {wrwfwxa de dung esnedlies, S5 olDRCIOB mnk* &
i ¥ ! 3
§ b
L

s annlice dos dados obtidos

£
.

B e v v e e T ey B ooy rmam Ty dlp
de velo menos dois diferenies MewoQOs de

tﬁﬁﬁu}my aonforme nos ©

£

qu&m@@ da aplica

r
caleunlo.

&

A . N . Fage - T e g i o D g

Asm ponasioantes g 101 A (’L\} Comsas anbellad, B s
& »'

oo e D ey o N St . e e g b - e I S B N . .

stilizando-se diferentes metodos oe cateulos, anpresentaram

4 - - - -y
valores bem reprodutiveis, conliérme nos mostyra a tabela 1
v ¥

P
®

A variagac dos valores de %}“ guando se cousidera diferentes

netodos de cAloulo ¢ menor quée a variacao dos valores de B,,
que é o gue geralpente acontece.

fonsiderando-ge os resultados obtidos para B, na a2
bela 13 e G!gréfieo dn figurs 2, podemos assumir um valor de
4,3 + 0,4 para essa constante. rara B,, o partir dog dados

2

ds mesma tabelas, vpodemos assumir uwm valor de 1,8 t 1,0.

Nas faivas de concentragio de trabalho gue nos foi
@Qﬁmivai reatizar em forga igniea 1,0 I, formagio de ou-
tras ﬁﬁpé“iwﬁ nigo foi evidenciada pelos méﬁ@&@g de caleulos,
pois estamos tratondo, canforme nog indicam o resultados,
de um sistema cujos @mmﬁlewmﬁ formados sao muito frocop. on-
tretanto, podemOs supor gue trahalhando-se enm forgas i0nicas

w

se podera dippor de maior concentra z@

mais elevadas,
do ligante, outraes @mwéaiaﬁ noderao se formar.

0 valor de 4,3 T 0,4 obtido para a constante de for
macao da asp necie Xﬂﬁ%, concorda bhem com o valor de 4,06 ¢'9§3,
gbtido per via es meetrofotometric &{l,ﬁ}g O gue nes ABSeFura
a validade do metodo ?Gﬁﬁﬂﬁi@m@ﬁ?luﬂ aresentenente empresado.
Esses dados de B, ecutho de acordo com a ordem de Irving-

e
et - : 1,2,29
Yilliang, come anberiorma: (1,2, “)w

.

ja havio sido mostradoe
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ot g
AR

PRTC S0T0E DHTERE TN

D CONSI

JTLIBNI0 B

mey TV

e NS

fs CEDOS B

*‘:!"f" SYEEN TRy & SRS
LW a,:i,u=5:‘m @

o
Apos o estude potenciometlrico OO sinte

zoteto, procuranos ennontrar outros cos dg pnlicacas da
potenciometria. Un

aaguele no gual o

cada em titmlan\”

o

o8 B0 DO ““*v« e do serem determinndos

watidao.

¢ - 0) . 4
Ja em 1,082 Ora niﬁ " desenvolveu netodos £

ficos

para a determir

cao precisa do ponto de ﬁuuwvzlépﬁ”ﬁ do titu

. ) “ . o ‘
lagoes potencis etricas, com excelentes resultadon 23
. N . LA »
dos moderadamente fracos, tal como acido act etico,
«
titulados com forte. O metodo de Gran faz uso de duas

fuﬂu&@m? 1o nonto de ﬂquiV=ievvzx§ gooutra 1
aada depois do ponto de equivaléncin. Seus gra “ficos d4do duas
retas, cujo ponto de iﬂt@fﬁ@gﬁ@ corresponds ao voluwme de e-
q&ival%mﬂi& do titulante.

hY
Pasteriormente, Ingman e DHill Yo gefinaran o meto
? )

do de Gran, e descnvolveram uma equagho mais exata para a de

i oy 4
terminacao do vonto de eguivalencia da titulacao, Zste meto-
oy - " # - = - - o
do apresenta a vantigem de noder ger aplicavel a titulacoos

#

# #
de acidos e bases nulto nals acido ceetico, onde

& gt .
o metodo de Gran nao hons resultados.

; (Eﬂ}

- - Var g Y s e I
Tyasks o Yanninen

a eguacac de Ing-

s Y @ R & -
aetn notenciconetrica de acido horicd com

&

mam e Still na tit

base fTorte, ond determinaram simultaneamente o volume de @

quivalencia e o constanice de est

nilidade do melido. Para b
I3 # E - .
se fim, os autores realizaram og calculos ugando um nrograna

desenveolvido pars

de mess wrarramﬁvel

Diversos oulros ﬁmmudqu usando grﬁflwiv de titula-
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feltos. As 1 ﬁwn@ﬂ Tineares

goes lineares for

Ve L]
sh0 denominadas np veres de "funcoes de Gran wodificadas™, e

Jiferem das funcles origin nor nao aprecentirem ne

nhuma de suss apnroximacoes.
% g P P . - - b o y " L - " o PN S S o
Entre esses watmdmay nodenos inicialmente citar o de
e . * . 4
T, Hangson ¢ D. Jammer ™ , onde » exatidao dos praficos de

# ) ) s g - *
Cran e avaliadsa por meio de caloulos comnutaclionils.

(1°

5,16 ) .
. BEE e LS I 4 N S s e
fL¥elallun o b, Migley , tambem fTizerum uso de
4 E o] 5 N 2
graficos lineares no estudo de misturas de um acido forte e

#
o

um Acide fra w@, e no de misturas de acidos fracoo, inclusi-

ve misturas de acidos ﬁoli%%“lﬁa .

& } o .
Um metodo de aplicagan geral, que usa funcoes linea

i
R
t

res e gue permite determinar simu Ttaneamente ag conceniragoes
. & N
e as constantes de d&ﬁﬁﬁ&‘ﬂq de componentes acldos em uma

e

miatura, foi nvelvido por M.D. Seymour, J.W. Clayton e

ﬁ (17 L . :
Q. Fernando “. 0 metodo pode sor tratade computacionalmen-
kL

& ﬁﬁﬁmﬁd@ oz sutores, node resolver misturas de acldos cu
jos pk possam apresentar ums diferenga dg ordem de ¥ Qe uni
dade, com boa exatiddo.

H &
Outros auloreg tambem chegaran a resultados

semelhantes, pelas diferencas de pE,

&
para que as titulag ~oes de misturas de acidos possam ser fol-
tas obtendo-se uma exsiidac aceitavel.
(33 - 37)

L
Todemos citar tambem ouwtros trabalhos 77 g TEm

S o o gy o b SRR
ferantes o cstudos

anpregan um tratamento linear dag our

e ¥ . N
vag de titulage roter ciometricas acido~-bhage, em diverses 1l

pos de titulagoes e estudados sob diversos aspe eton

&

Ed
Ao ledo degses metodos envolvendo immgmm& lineares

WSS

no tretamento de éndon experimentaisg, foram desenvolvidos tam
¢ . . . ) . ~ 2,38 ~ a2

pem metodos de ajuste o curvag, nao 1zww”P“S<3 3 42 )

_ e _ . ) ‘ {42

tnire esses convenm destacar o trabalho de G. Arena e outros®
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minimos, desenvolvido para o caleouwladora de mema HP 20, usan
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p
do-se a equacsao 40. Este programa tambem fol escrito em lin-

guagen BASIC, vwara o computador PRU-10 do centro de comnuta-
cao da UNICAN: , cuja representagao uxnu“mﬁ.iam encontra~se
na figura 13, & sus listagem encontra-se no apendice I.
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com o valor wva}Pﬁ do volume de e-
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Tabela 1%. Titulagao de NaN, com HCIO, ©,09500 W

3 4
T = (25 « O,1)8C T = 1,00 M

v, = 18,12 ml ﬁﬁaﬁﬁ = 00,1001 M

%" & 338,9 mv
V/ml b/ my pH pOH (Veg =~ V)}/ml
2,00 21,7 5,302 8,638 17,06
4,00 42,8 5,009 8,995 14,99
6,00 56,7 4,770 9,230 13,09
8,00 68,5 4,571 9,429 11,03
4,10 T4 ,6 4,468 9,532 9,89
9,50 T6,9 4,429 9,571 9,44
10,00 79,0 4,393 9, 607 9,14
11,00 84,7 4,297 G, 703 8,05
12,00 890, 2 4,204 9,796 7,08
16,00 118,4 3,727 10,273 3,08
18,00 14%,8 3,264 10,736 1,01
19,00 168,4 2,882 11,118 0,01
20,00 1849,9 2,519 11,481 w0, 98
Veq teorico = 19,09 ml Veq calculade = 19,04 ml
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fabela 16. Titulacio de Nal

com HCL ©,09672 M

3
T = (2% - 0,1)8C I = 0,10 &
v, = 18,12 ml QNaN% = 0,1000 M
v /ml nH pOH (W@q ~ ¥} /ml

2,00 5,447 8,553 16,86
4,00 5,088 8,912 14,75
5,00 4,957 9,043 13,63
6,00 4,846 9,154 12,67
7,00 4,743 9,257 11,66
8,00 4,649 9,351 10,73
8,50 4,602 9,398 10,23
9,00 4,557 9,443 9,76
9,50 4,510 9,490 9,24
10,00 4,470 9,530 8,87
11,00 4,374 9,626 7,82
12,00 4,278 9,722 6,83
13,00 4,173 9,827 5, B0
14,00 4,059 9,941 4,79
15,00 3,936 10,064 3,84
16,00 3,778 10,222 2,81
17,00 3,568 10,432 1,76
18,00 3,257 10,743 0,72
19,00 2,833 11,167 «0, 30
" 19550 2,663 11,367 -0, 85

Voo teorice = 18,73 ml v,, caleulado = 18,75 ml

K, = 3,01.10

5
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v - B3TUDO POTEANCIOMETAICO SCBRY SEGMENTACED 3 LINBARIZA-
CAO DE CURVADS DE TITULACAO Dy PROTEINAS

V.1l ~ CONSIDERACORS GERALS

0 estudo ﬁwt@ngiamétrica de szoteto de sodio, per
mitiu-nos tomar contato com metodos p@t@m@i@métrieoa e Que
os dados sao tratados computacionalmente, e podem ser usados
né ﬁ@t@rmi&&g%g nrecisa de acidos fracosm, bases f(racas, mis
turs de acidos fracos ou de bases fracas, nac n@@siv&ia de

sarem determinados pelos metodos convenclonais.

Uma aplicacgho desses métoéus pmt@naimmé%rieaa gque
julpamos interesaante, geria na ﬁitulagﬁ& de prwt@iﬂas com
fcidos e bases fortes, umd vesz que & investigacfo de grupos
ti%ulévaiﬁ de pxot@inma (&cidas ¢ hases de Bronsted), e de
vitel importéncia na elucidagdo da estrutura e interagoes da

g y 5 ;:? .....
Ql“ﬁ“ﬁﬁ}in&<£§$ 24 e’}}

. Por ocutre lado esse tipo de estudo pode-
ria apresentar interesse no que se refere a aplicagoes an&li
ticas. Esses grupos titulaveis podem ser subdivididos de acor
do com & naturess qmimiaa de cada um; assim podemos ter em
uma prateﬁna Zrupos oarbmxiliﬁaﬁﬁ amino, imidazol, etc.

Nos sstudes de titulagdes potenciometricas de pro-
t@imaﬁ, ume serie de sunosicoes podem ser feltas, em relacso
aos valores de pk esperados parsa seus diferentes tipos de gru

(18)

pos titulaveis . Vamos considerar, por exemplo, © grupo
carboxilico titulaveil de acido glutamico de cadeia lateral.
Podemos assunir, em primeiras amroximagﬁm, que © valer do pk
degse grupo seja proéxima do valor do p¥ do seido acetico
(4,76), ou do acido propiduico (4,87). Pars se obter wma me-
thor estimativa, pode-se levar em conta o fato de gque o acido
glmtamigw de cadeia lateral nas prm%egnaa, ests gob a influég
cia de grupos polares NH e CO, ligados a0 tercelro atomo de

carbono proxime do grupc ~CO0H. Nesse caso o pk esperado vode
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ser igual ao pK de um composto contendo grupoes polares siml
larmente localizados, tal como wmonocalqguil glutarato, cujo pk
& 4,55, Dentro de uma incerteza de C,1 ou 0,2 unidade, o pK
gsperado ¢ usualmente obtido desgs maneira, estimado atraves
de diversos modelos alternativos de compestos, Com uma incep
teza dessa ordem, 0 efeito da conbribuigso da pr@t@ina a for
ca idnica e &eapr@zival, dentro de ragoaveis limites, mas 1g
g0 deve ger verificado experimentalmente.

Dessa maneira, se as moléculas de proteinas nbo 8

presentam nenhuma interacao que n&o aguelas que estejsm pre-

‘ p
sentes em moleculas pequenas, ¢ pk de seus grupog titulaveis
deve ser igusl zo egperado, cobtido atraves de estimativas
feitas como explicado atraz. A presenca de forgas @1@trﬁgﬁé
ticas pode fazer com gue haja desgvios do valor de pK espera
do da ordem de 1,9 unidades, mais ainda aqui correcoes podem
ser feltas.

A suposicho de gue as moleculas de proteinas ndo
apresentam int@r&g%aﬁ gue nao estejam pregentes enm moleculas
pequenas, evidentemente néo ¢ correta, Interacdes proprias
da proteina podem ccorrer, e & obtencdo de resultados difew
rentes de resuliados esperados sao de interesse e importan-—
tes no estudo de curvas de titulacéo de proteineas.,

Pare a realizacho de titulagdes de proteines, com
o objetivo de se determinar o numero e o tipo de seus grupos
titulﬁvaiﬁ, podemos assunir em primeira aproximagac, gue to
dog os grupos de um dado tipo possuem ¢ mesmo pK imtrinaﬁam,
"nio perturbado’, e gue cada grupo apresenta o mesmo valor
de pk em gualguer pH. A solugice de prm%ein& pode ger tratée
da como uma mistura de acidos ou bases de Bronsted.

Bm uma curve complets de titulacic de proteinas,

a contribuicado de cada tipo de grupo titulavel ¢ atribuida

a uma regifio da wurv&€18’1g92O)

. Assim, & titulacdo ne regido
de pH de 1,% &8 £,0 e atribuida a contrivuicac de grupos car

boxilicos de cadein lateral, exceto os pregentes como amnidas.
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4 titulac@o entre pl 6,0 e 8,5 e atribuida & histidina (imi-
dazol) e grupos fm{wﬁmimﬁéaidsﬁ presentes em quuantidades mul
to peguenas, A titulagaoc de pH 8,5 ate o final da curva, nem
sempre bem definide, em pd 11 - 12, ¢ atribuida a Frunos gwg

o + I - - s - = B "- L - i o .
wino de lisina, grupos nidroxila lenolicos do tirosine e gru

DOS sulfuricos da cisteina. A arginine nao e diretamente os-
timada por titulacifo, porgue 0 grupo guanidina ¢ ume base su
ficientemente forte e néo e convertids em uma forma nao ioni
nizade em guantidade eignificative, & um vl onde medidas pre
cisas gejam pm&&iv%iﬂa |

No caso particular da ovalbumina, 08 grupos a@timé
veis por titulacdo sho os carboxilicos na regifo acida, 03 i-
midazol da histidina na regifo neutra, e os grupos amino da
1isina na regifio alcalina, néo sendo detetaveis os grupog fe-
mé}icws, gque 530 inacessiveis é-titmlmgﬁo{QGEQ A curva comple
ta de tiﬁu&m§§w de ovalbumine, envolvendo todos o8 seus gru-
POS @i%mlévwi$$ pode ser obtida entre pH 2 e 11.

Uma simples curva de titulagao g@t@meimmétrica de
yr&teina&g néo permite determinar o numerc de ETUnos titula-
veis de cads tipo, devido a ausencia de pontos de inflexfo am
dequados, em razdc da limitacao imposta pelos valores dasg cong
tantes de @i@ﬁ@ﬁiaggm desses grupos {20’@2}&

Deasa maneira, o método mais c@ﬁum gmpregade pARIS
s obtencao da curva de titulagao p@temﬁimmétrica de proﬁﬁimas
(1ﬁ§}§,2&§21)’ consiste no uso de uma solucho de proteina de
concentracio conhecida, & um pH de referencia arbitreric, on~
de ¢ adicionado 2 essa sélmgﬁo quantidades vay;QV@ia de acido
forte ou base forite, medindo-ge entao o novo pH obtido. Em
uma experiencisa separada, usando-gse umd SOLUCRO Sem 2 DPresen=
ca da proteina, mas de mesmo pH inicial, mesma forga idnica,
masmo volume, eto, determina-se a quantidade de acido ou hase

necesgaria para conduzir a ﬁmlugﬁs o mesmo pH fnal da
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solucac de praz@{nm, A guantidade de acido ou basge reguerida
PAYrE & ﬁ@lmgﬁa de ?rotﬁéna sera gempre maior gue o guantida-
de requerida para a solugdo correspondente sem a presenga da
prm%aﬁna, A diferenca entre as duas Quantidades nos dara o
numero de ions nwidrogénio ligados ou dissociados da prﬁt%in&,
indo do pH de referencia ao pH Iinal. Um gréfico desss QUAn-
tidade Vérﬁu% o pH final, de diversas experiéncias desse ti-
o, da a desejuda curva de titulagaov. Posteriormente a &ﬂﬁii
se da curva de titulugao parmiﬁiri eatabelecer asg ral&g%eg
aﬁtﬁguiﬁmé%riaaw dog grupos e determinar seus valores de pk
{18?26g21)$

Portanto, as titulagoes p@teﬁai@métriaas usuais de
prmtwgmaﬁ, embora sejam de grande utilidade na caracterizacao
das mesmag, sao bastante trabalhosas e inconvenientes do pop
to de vista apalitico. Em razdo disso, um metodc que permitis
se deterningar a guantidade de cada grupo titulavel e seus va
lores ¢e pK, & partir de uma simples curva de titulugwo, se-
ria de grande utilidade no estudo de pr@tafnasa

Un metado gue atende em parte & essns exig@nmﬁaa e
o termométirico. Esse metodo foi usado nor N.D. Jespersen e
J. 5$$ﬁam(bg)y cnde atraves fe wméa simples curva de titulacao
t@*m@métrica, determinaram por simples extrapolacdo gréfica
08 gruposg tituléveis da ovalbumina. No entanto, o pk despes
grupos nao podem ser determinados por este metodo. Por oubro
lado & precisao com gue 5ao determinados alguns dos grupos
fupcionais, assim come o fato de ndo se poder usar um titula
dor termometrico convencional, s&o desvantagens do uso deste
metodo para fins analiticos.

Procuramos entho desenvolver um metodo pm%amﬂiﬂmém
trico, que pudesse apresentar vantagens sobre os metodos DO
tenciometricos comuns e também sobre os termométricos, Para
esse fim, tentumos usar um metodo baseado no método de Célaﬁ
lo de Seymour, Clayvion e Q. ﬁh?ﬁﬁmd0€1?>w Conforme §é VImos

no inicio do capitulo IV, eszse metodo ¢ baseado no use de fun
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ctes lineares e pode ser tratado computacionalmente, permie-
tindo determinar simultaneamente ag concentracoes e us cons
tantes de dissociagidc de acidos e bases, em misturas de éc&
dos ou bases. O metodo aplicado & titm1a§§e$ de prateﬁn&s,
apresentaria vantagens gobre as titulacoes pmﬁenciamétria&s
convencionais de mrmt@ﬁmam, pois permitiria a partir de uma
skmples curva de titulacfo, determinar simultaneamente & guan
tidade de grupos titulaveis de cada tipo e seus valores de
pK, podendo distinguir grupos com diferencas de pK de ate

+ 0,5 unidade, e tambem seria mais simples do ponto de vista

. - ,
experimental. Sobre o metodo de titulagap termomebrica, ve-
ria & vantagem de permitir obter os wvalores de pK para cada
tipo de grupo %itmlévwlg e a vantagem de usar aparelhegem
convencional .

Pare reallzar esse estudo escolhemos & ovalbuming,
gque apresenta certas vantagens do ponto de vista experimen-—
tal, comoe o faeto de ger uma prmteimm ﬁalévgl em égu& & Suasg
solucbes apresentarem boa reprodutibilidade de medidas de
@H{QO)*

Trabzlhos sobre a ovalbumina tem mostrado gue & sua
molecula node ser representads como tendo treg tipos de gru
pos tituléveisy e&rbaxﬁiiaasw imidazol e amino, contendo

46=-51, B-7 e 19-22 grupos re&peativ&ment@(ﬁg”b?}u

(20)

&
Cannan e outros a0 estudarem potenciometricé-

mente & ovalbumine, obtiveram os valores de pk para cada 13
no de seus grupos tituléveiﬁg sendo esses valores de 4,3 pa
YA O grunoes c&rﬁmxﬁli@og? 6,7 para os grupos imidezol e
10,1 para os grupos amino. Basges valores de pPE nog asseguram,
em principio, a possibilidede de aplicagBo de nosso metodo
na titwlagdo de ovalbumina, ums vez que ume diferenga de va
loreg de pK de 0,5 unidade, tecricamente jé seris adequado

AOE NOSSOE Dropositos.



V.2 - NETODO Di CALCULO

0 metodo de caleulo utilizado no nosso trabalho, em
que e usa fungtes de Gran modificadas nas titulugoes de pro
t&in&g, #¢ basgels, como 3& menclionamnss, no metodo de caleulo
desenvolvido por Q. ﬁmrnando{l?),

De inicio, devemos considerar que om uma solucao de
pr@ﬁeina, estabelocen.se equilibrics devido a ionizagdo de
Seud grupos scidos e béﬁicasg e em razao de suas dilferentes
naturegs, esges grupos pad@rﬁm estar parcial ou totalmente
dissociados. Assim, para realizarmos ums titulagao que deter

P .
mine os diversos tipos de grupos titulaveis da proteina, te-
mos que levar em conta o pH inicial da golucao. Um meio ade-
guado de solucloparmos o problema ¢ adicionar acido forte em
gxcesse, por exemplo,HCl. Dessa maneira, todos 08 grupos es-
tario na forma acida, ¢ entBo a titulagio podera ser feita
com base forte.

O numero de funcoes de Gran modificadas que SOTAsc
utilizadas nos céiculoay &ap&mdeyé da guantidode ﬁoa.vériﬂ&_
tipos de grupos titulaveis presentes. No caso da ovalbumina,
deveriamos esperar utilizar quantro fungoes de Gran modifica
das, na titulacdoc em presencas de HJ1 em excesso, No entanto,
conforme sers melhor discutido oportunamente, foi recessurio
o uso de cinco funcoes, em razao de termos verificado a pre-
senca de dols tipos de grupos carboxilicos.

Por simplicidade, admitimos que & solugao de oval-
buming & ser titulads era conmstituida de uma mistura de A1
dog, onde 0 HUOL era ¢ scido forte e as @ﬁpéciﬁé de gruvos i
tulaveis da ovalbuming, os dois tiposg de frupos a&rbuxiximmﬂg
o8 grupes imidazol e ¢z grupes aminge, eram o ﬁ&idmﬁ fraces,
com cada @Spé%i@ apregsentando um simples valor de pk.

Ainda por simplicidade, representaremos os dois ti

pog de grupog carboxilicos por HAE & Hﬁlw Js grupos imidazol
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Do ij* @ 05 Srupss anine por %?Hég O volune total de bage

forte {NaOH por exemplo), zdicionado para a m@utr&ligag%w de
cada um dog componentes, HOL, Hﬁlg ﬁﬁgg B3ﬁ+@ %QH§, chamare
. y ke P =

vﬂﬁg’ VBlH e Vﬁgﬁ’ Portan

mog respectivamsnte de Vﬁalﬁ vﬁﬁls

to, os volumes de solugao padrao de NaOH necessarios para

g & » i e
neutralizar cads um desses componentes acidos, serao dados

Mv‘w )9 (v mt‘f\ }9
1 HCL m? ﬁAl

Ve ) oe (Vo = Vo e
B,H T Ha, B2H B H

respectivamente por g%ﬁl* (VHA

v

As concentragles snaliticas, (em moles/1) de cada

\ . . L fa i 4 _N >
componente acido, Copn Gﬁﬁl, &HA?* &glﬂ e Cﬁ?ﬁ geras dadas

pelas seguintes @Quﬁgﬁas de balanceamento de massa

uer T Vw1 %p = [0 (41)
AV )
v V. ¢, -
Gﬁﬁl . ("HAL - 'HC1) "B = ggali%[ﬁi [ (42)
(V0u+ V)
v v
L HA, - 'HA., C_ -
bﬁﬁz = { 7P 1).7'8 = iﬂﬁgiuy 5&2{ (43}
vy o+ V)
V.o v
HoH - ‘
Cy g = L2 HAyy Cq o }Elﬂﬂn%iﬁli (44)
1 {Vﬁ»& v) ~
v v
B.H - 'B.H, C B w
Oy i ™ ( oo 1) %8 = |pd + |8, 45
(VQ * V}

Como os grupos imidazol e amino eside representé-

dos por B HY e ﬁgﬁ*@ apresentam cargas, vamos admitir que esg

1
sas cargas sao neutralizadas pelas cargas dos ions e ng

respectivamente. Assim, podemos gserever:

B.H = !x”{ (46}
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B i = | Y| (47)

Os termos nos colchetes representam concentragoes
molares, CE representa a concetragro molar de NaOH e V o vo
lume de NaOH adicionado. O volume inicial da solugfo e VG e

a concentracso de ions sodio na solugko e dada por:

%Nm*i = B (48)

N P USRI

0 volume de NaOH necessario para peutralizar o éc&
do forte em excesso (HCL) e Vuep © pode ser determinado ex

perimentalmente. Neasse caso, a condigao de eletroneutralids

g & eXpresas por:

}mﬂﬂfUﬁﬁﬂﬂ%ﬁhﬁg ;

PR (49)

|+ 14 ‘*1Qﬂm§*“iﬁiﬁé*{x"i ¥

Substituindo-se as equactes de balanceamento de
mossa 41 & 48 ns equagfo 49, introduzindo-se expressoes de
.Kﬁ pare 08 diversos tipos de grupos acidos presentes, e I'edl

LY

ranjando-se os termos, chega-ge @i

) w . -t " 4 - - ‘ - -

Vygr Op = ¥ Oy = (It o BICARS (Vagl Vo !

G h o~ (V. =~V YO A, - (V - Y VoA, -

8L Ha, HA, ' 7B 2 8,8 HA," 7B 73

U = Vou) s by = (501
2 1
ou seja:

Voer s -V O 7 By | (51)

ondes
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o
B i o
Ay = & (55)
i ggr w + }
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Tabela 17. Titulscao potenciometrica de ovalbuming Com

NaCH, Dados experimentalsg.

Vv, = 45,00 ml Cy = 0,1050 ¥ I=0,1M
concentragao de proteina = 0,5243 g/100 ml
v/ml pH v/ ml it ¥/ ml pH V/ml pH

0,00 2,31 2,50 3,37 4,48 5,95 5,40 10,45
0,20 2,35 2,60 3,23 4,50 6,05 5,50 10,57
0, 30 2,37 2,70 3,31 4,54 6,21 5,60 10,66
0,40 2,39 2,80 3,39 4,58 6,40 5,70 10,76
0,50 2,41 2,90 3,47 4,62 6,65 5,80 10,82
0,60 2,43 3,00 3,56 4,66 6,92 5,90 10,89
0,70 24,45 3,10 3,067 4,70 7,24 6,00 10,95
0,80 2,47 3,20 3,77 4,74 7,87 6,10 11,00
1,00 2,53 3,30 3,88 4,78 8,40 6,20 11,05
1,20 2,58 3,40 3,98 4,80 8,54 &,30 11,09
1,40 2,64 3,50 4,10 4,84 8,92 6,40 11,13
1,60 2,71 3,60 4,23 4,88 9,18 6,50 11,17
1,70 2,75 3,70 4,35 4,90 9,28 6,60 11,21
1,80 2,79 1,80 4,48 4,94 9,46 6,70 11,24
1,90 2,84 4,90 4,62 5,00 9,67 6,80 11,27
2,00 2,88 4,00 4,81 5,04 9,80 6,90 11,30
2,10 2,93 4,10 4,96 5,10 9,96 7,00 11,33
2,20 2,98 4,20 5,15 5,14 10,04 7,10 11,35
2430 3,04 4,30 5,39 5,20 10,16 7,52 11,45
2,40 3,09 4,40 5,66 5,30 10,31
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=~y o et . 4 " &
Tabela 18, Titulagac potenciometrica de ovalbumina

com HelH. Dados experimentais.

V@ = 30,00 nl Gg = 00,1083 M I = 0,1 W

Concentracac de proﬁ@ina = 0,7881 g/100 nl

V/ml pH V/ml pH v/ml pH V/ml oH
g, 00 2,16 2,80 3,41 4,42 6,21 4,94 9,96
0,20 2,21 2y 90 3,51 4,46 6,39 4,98 10,07
O, 30 2,22 3,00 3,62 4,50 6,60 5,02 10,16
0,40 2,24 3,10 3,74 4,52 6,75 5,06 10,24
0,50 2,26 3,20 3,85 4,5 7,03 5,10 10,31
0,70 2,32 3,30 3,97 4,58  T,18 5,16 10,41
0,890 2,36 3,40 4,09 4,60 7,41 5,20 10,47
1,02 2,40 3,50 4,22 4,62 7,66 5.30 10,61
1,20 2,46 3,60 4,36 4,04 7,91 5,40 10,72
1,40 2,52 3,70 4,49 4,66 8,15 5,50 10,81
1,60 2,61 3,80 4,64 4,68 8,49 5,60 10,90
1,80 2,69 1,90 4,81 4,70  &,73 5,70 10,97
2,00 2,80 3,94 4,87 4,72 8,92 5,80 11,03
2,10 2,85 4,00 4,99 4,74 9,10 5,90 11,09
2,20 2,92 4,10 5,19 4,76 “,24 6,00 11,14
2,30 2,48 4,14 5,28 4,78 9,35 6,20 11,23
2,40 3,05 4,24 5,55 4,80 9,46 6,40 11,31
2,50 3,14 4,30 5,72 4,84 9,63 6,60 11,37
2,60 3,22 4,34 5,87 4,88 9,78 6,80 11,43

2y 10 3,31 44 38 6,04 4,92 9,90 7,00 11,48
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Tahela L19. Tituiagﬁa potenciometrica de ovalbumine

com NaOH. Dados experimentalis.

v, = 29,00 ml Cp = 0,1080 N I = 0,18
Concentragio de proteina = 0,8277 g/100 ml

¥/ml pH ¥/ml pH V/ml pH
0,30 2,35 3,50 5,00 4,50 10,64
0,50 2,41 3,5% 5,13 4,60 10,72
0,75 2,49 3,60 5,07 4,70 10, 87
1,00 2,59 3,67 5,54 4,80 10,95
1,25 2,71 3,70 5,68 4,90 11,03
1,40 2,79 3,75 5,93 5,00 11,10
1,50 2,84 3,80 6,25 5,10 11,14
1,75 3,02 3,89 6,66 52 11,19
1,85 3,09 3,90 7,24 5,40 11,28
1,90 3,12 3,95 8,10 5,60 11,35
2,00 3,20 4,00 8,91 5y B0 11,41
2,20 3,38 4,05 9,28 &, 00 11,47
2,30 3,46 4,10 9,59 6,50 11,57
2,50 3,65 4,15 9,83 7,00 11,66
2,60 3,75 4,20 10,02 8,00 11,80
2570 3,85 4,25 10,17

2,80 3,94 4,30 10,29

3,00 4,18 4,35 10,40

3,20 4,49 4,41 10,52

3,40 4,78 4,49 10,58
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e . # . » .
Tabela 20. Titulacso potenciometrice de ovalbuming com

NaQH., Valores de F Gran modificedas, ¥a e Vﬁq,

relativos acs dados da tabela 17.

V/ml L V/ml B%Ai*104 ¥/ ml ﬁ%ﬁ?,lﬂg
0,20 0,2348 2,60 4,268 4,00 3,985
0,310 (,2240 2,70 3,806 4,10 4,104
0,40 0,2136 2,80 3,417 4,20 3,476
0,50 0,2037 2,90 3,075 4,30 2,470
0,60 0,1941 3,00 2,687 4,40 1,566
0,70 0,1849 3,10 2,214 4,48 0,872
0,80 0,1761 3,20 1,868 4,50 0,691
1,00 0,1512 3,30 1,516 4,54 0,463
1,20 0,1327 3,40 1,246 4,58 0,245
1,40 0,1125 3,50 0,933 4,62 0,010
1,60 0,0915 3,60 0,629
1,70 0,0806 3,70 0,380 Vs, = 01
1,80 0,0704 3,80 0,124 Kyy = ?,38,1@“6
1,90 0,0585 3,90 ~0,143 €
2,00 00,0496 (Vﬁﬁg - vﬁﬁi}m@,@l ml
€510 ©,0391 Vﬁﬁl = 3,80 mi
2,20 0,0293 | o »

2,30 0,0161  “HA, ” 353510
2,40 00,0097 (Vﬁﬁlm Vﬁﬁl)ml’34 Wl
gﬁ@i = 2,46 ml

(continua)



Tabela 20. Continusgao.

87

¥ /ml E%lﬁmlﬂg V/ml E%gﬁalﬁll
4,66 6,525 4,94 5,249
4,70 5,821 5,00 4,318
4,74 1,768 5,04 3,598
4,78 0,037 5,10 2,763
4,80 -0, 369 5,14 2,407
4,84 -1,941 5,20 1,774
5,30 1,011
vﬁ&“ = 4,79 ml 5,40 0,143
r 5,50 ~0,704
pou " 2,08.10 5,60 -1,391
5,70 ~2,341
<V31ﬁ - Vﬁﬁg} = 0,18 ml
"B H = 5,43 nl
Kﬁzg = 3,44.1@“11
(VEEH - Vgiﬁ} = (0,64 ml
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Tabela 21. Titulacdo potenciometricea de ovalbumina
com NaQOH. Valores de F Gran modificadas,

Ka e v@q, relatives aos dados da tabela 18.

v/ ml Bt V/ml ?H&lw104 ¥/ml ?gﬁg,zﬁﬁ
4,20 (¢, 2160 2,50 5,198 3,94 5,877
0,30 0,2115 2,60 4,704 4,00 55173
0,40 ¢,2019 2,70 4,136 4,10 4,012
0,50 0,1927 2,80 3,534 4,14 3,499
0,70 0,1666 2,90 3,013 4,24 2,173
0,90 0,1511 3,00 2,480 4,30 1,561
1,02 0,1364 3,10 1,954 4,34 1,115
1,20 0,1163 3,20 1,550 4,38 0,713
1,40 0,0983 3,30 1,140 4,42 0,393
1,60 0,0743 3,40 0,780 4,46 0,105
1,80 0,0581 3,50 0,393 4,50 -0, 208
2,00 0,0335 3,60 0,006 4,52 -(0,428
2,10 0,0243 3,70 -0y 340
2,20 0,0123 3,80 -0, 744 Vﬁﬂg - 4,46 ml
2,30 0,0026 ' _5
2,40 -0, 0081 VHAE = 3,59 ml KHAQ = 1,10.10
Voo, - 229 ml KHAL - 4,56.107° (VHAZ'“ VHAI)“Q*SV ml

{VH&R - vﬁglj =2, 30 ml

(continua)
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Tabela 21. Continuagio.,

v/ml Fg gt v /ml v .00t
1 B, H
4,58 9,448 4,92 2,760
4,60 6,436 4,94 2,540
4,62 4,041 4,98 2,316
4,64 2,398 5,02 1,835
4,66 1,276 5,06 1,966
4,68 w3, 018 5 kO 1,334
4,70 =~0,932 5,16 0,967
4,72 -1, 844 5,20 0,737
4,74 ~3,006 5,30 0,139
4,76 wdf , 200 5,40 «0, 372
5,50 ~0,838
Vglﬁ = 4,69 al
£y 1 - 6.96.10-8 Y = 5,34
{yalﬁ Vmﬁﬁ} . 0,23 m1 Bt = 6,52.10 =
(Vg = Vg ) = 0465 ml

2 1
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it N # - - x
ruvela 22. Titulagdo potenciometrica de ovalbuming
com NaOH. Valores de F Gran modificadas,

Ka e V@Q, relativos aocs dados da tabela 19.

\ o f s - 4 . &
V/ml EﬁCl v/ml iﬁﬁl,zw ¥/ ml Egﬁ?@lﬂ
0, 30 0,461 1,90 5,058 3459 2,372
0,50 g,1271 2,00 4,623 3,60 2,030
0,75 0,1007 2,20 3,682 3,67 1,341
1,00 0,076% 230 3,362 3,70 1,033
1,25 0,04493 2,50 2,529 3,78 0,620
1,40 00,0341 2,60 2,194 3,80 0,273
1,50 0,0237 2,70 1,842 3,85 0,026
15?§ Wgygﬁﬁﬁ 29&0 1;5%@ 3y90 mﬁséﬁg
3,00 0,922 3,95 ~1,220
§ﬁ®1 = 1,70 3,20 0,348
3,40 0,227 VKAQ = 3,83 ml
3,50 ~0,570 6
K‘ -y @9?}{)4@1@
HA,
v, = 3,29 ml ; P
ﬁﬁl ivﬂﬁg Jﬂﬁi)mo,)% ml
| e aamd
Kﬁﬁ = 3,45,10
1
(Taa = Vyey) = 3059

(continua}
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Tabels 22. Continuagio.

, ) .9
v/ml Fg gt0 v/ml P00t
1 B,H

ﬁsg(} @?8&4 4’2& 3.95,536
3,95 1,031 4,25 1,230
@5«99% ””"‘ngw?@ 4?36 Qy?'ﬁ’&
4,10 -2, 338 4,41 0,480

4,45 0,362
' = 4,01 ml 4,50 0,202
Elﬁ

4,60 0,083
Ry g = 3§3@§3@“& 4,70 -0, 456

+ 4,80 ~0,716
{VB&H o VHAW} = (0,18 ml
“ V. .= 4,58 m
B
P

) ﬂ -11

Kﬁgﬁ = 3,60.10

(VR g VB H) = 0,57 wl

2 1
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dumsie podem variar devido a efeitos eletrostétiaﬁg ou estem
ricos. vVariagOes desse tipo sfo previstas por alguns modelos
de prct&inas, como por exenplo os modelos de Linderstrom -
miang(gg}s L&Skﬁwakiwﬁharegaczﬁ) e Tanﬁordmﬁirkwmﬁﬁ(gb}a

0 mais completo estudo @letrométric@ de ovalbumina
existente na literatura, & o de Cannan(ge), que jé menciong
mos na ﬁ@gﬁw V.1, onde titulagoes dessa prmﬁ@ina foram rege-
1izadas & og valores de pK de seus grupos titulaveis foram
determinados. Nesse estudo, Cannan determinou & curva de dig
socizgdo da ovalbumina em diversas forgas idnicas, e usou o

2
modelo de Linderatrmmw&ang( 3) pare interpretar os resulta-

dos obtidos, ¢ gue permitiu calcular os jé mencionados valo
resg de pH de seus grupos titulaveis. Nesse estudo, ndo ha
nenhuma referéncis a uma possivel existéncia de dois tipos
de grupos carboxilicos.

As diferencas entre os resultados do nosso eatudo
e do estudo de Cannen, quanto 80 grupos aarbmxiliaoa, talves
possam ser explicadas levando-ge em conta que o modelo de
Linderstrom-Léng, que foi o modele usado por esse investiga
dor, possa apresentar limitagGes guanto 8 previsoes em rela
cho a variagoes de pK de grupos titulaveis, uma vesz que &

: s oo {18
um modelo bastante simplificado, envolvendo aproximagoes !

23)

A teorias de Linderstrom-Lang leva em conta que as
interagoes entre 08 grupos titulaveis de uma yrotaﬁna, 88,0
interactes couldmbicas entre suas cargas. A suposicdo basica
dessa teoria é de gque & carga de uma molecula de prﬁtaimag
& igualmente distribuida sobre a 3up@rf§cie de uma esfera,
Tambem e assumido gue essa esfera e imp@maﬁrével a¢ solven-
te. A eguacho de Linderstrom - Leng, obtida & partir dessas
suposicdes, permite calcular o pK dos grupos titulaveis de
uma proteina & partir dos dados de sus curva de dissocia~

ggo, B admitido tamben gque todos os grupos de um dado tipo



9%
tem o mesmo p¥, e gque permanece congstante mo decorrer de tg
da & curva de titulacdo, se a forca il0nica permanecer cons-
tante. Como vemos, esse tratamento teorice e bem simplifica
do, pois nho leva en conté interagdes ndo eletrostaticas e
sgsume que todas as cargas sao uni formemente distribuidas
gobre a sup@rfici@ da molecula de prateima. Por essa TAZA0,
esse modelo tem falhado em explicar guantitativemente resul
tados experimentals, semelhantes aocs por nos obtidos<2ﬁ},

Modelos mails refinados que o de Linderstron-lLang
tem sido empregados com mais sucesse na interpreﬁ&géa de

curvas de titulagao de pr@tﬁimas, e variagoes de pk de al-

ZUng grupos tiﬁuiévaia tem sido observado, Tanford e Roxby
{Qﬁ)y nor exemplo, realizaram um estudo desse tipo com a 11
sozima, onde um metodo computacional, baseado na teoria de
Tanford e Kirkwaa&ggﬁ}, foi empregado na interpretacio da
curva de titulacfo dessa proteina. ¢ modelo de Tanford e
Kirkwood e tambem um modelo @lﬁtrmatéticm, mas mals refinado
gque o de Linderstrom-lLang, pois leva em conta o fato de gue
ag cargas de uma molecula de prot@ina, afo unidades discre-
tas de cargas, distribuidas nfo uniformemente na superfﬁci@
da maléculag gm locais @Sp%&ifi&ﬁ%« Nesse estudo, fol obser
do a presenca de um grupo carboxilico andmalo com pK muito
baixo, gue tinha sido sugerido em estudos amterimreﬂq@g’ég),
mas gque nio tinha sido detetado em anterior estudo de titula
g&m(?ﬁ), Ho estudo de Tanford e Roxby, também foi verificado
o efeito de interacoes de cargas sobre o pK de grupos indivi
dusis de um dado tipo, em relacBo & variagbes de valores de
pE estimados a partir de modelos moleculares. Assim, pare di
versos grupos -CO0H de acido a&pérﬁicc, foram calculados va
lores de pK, levando-se em conta suas posicoes na sequéncia
de aminoacidos da molecula da pr@taina, em pH 2 e pH 6. Os
resultados indicaram que he diferencas entre os valores de

pK desses grupos -C00H, em um mesmo pH, e gque essea valores
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ﬁ&mbém variam guando se wsuda de um pH para ountro. Essas dife
rencas , em um mesmo pH, chegaram & ser da ordem de 0,3~0,4
unidade, em forca i0nica 0,1 e 1,0 M. As diferengas de valo
res de pK , para um mesmo grupo, ao se passar de pi 2 parsa
pH 6, chegaram a ser da ordem de 0,3 unidade em forge ioni~
ca 1,0 ¥ e de 0,7 em forga ibdnica 0,1 M, sendo portanto mais
propunciadas as diferengas en forga ionica 0,18 do gue em
forca ionica 1,0 M.

O modelo de Tanford e Kirkwood apesar de mais refll
nado do que o de Linderstrom -~ Lang, envolve tamben aproXi-~
m&§5ﬁ&§ sendo uma delas a suposigao de que 08 grupos super—

# # e -
figiais de uma molecula de proteina, estad na mesmnsd posicac
em solugao que ro estado cristalino. Io estudo da lisozima
foi concluido que esse modelo, que mogtrou ser capaz de dax
resultados de boa exatid&o para moleculas DPEQUENES, nao foi
capaz de ter 0 mesmd suUCEsSHO aplicado a §r0t@§n&a, n&ao poden
do predizer o pE de um grupoe particular com exatiddo,

Como podemos ver, & interpretacao de curvas de ti
tulagoes de pr@t&ina& nao 8 gimples, wma vez Qque O comporta
mento das mesmas & bem mais complexo do gque o de moléculas
pequenas, e resultados inesperados ago bastante freguentes.
Com uma mesma proteina diferentes resultados podem ser obti
dos, simplesmenie pOr se empregar diferentes yr@p&r&gges
deasssa pratein&ilg),

No nosso caso, os resultados obtides com a ovalbu
wine rfo envolvem modelos dos tipos que discutimos. Eles sao
obtidos diretamente a partir dos dados experimentais, consi
derando-se @ solucgao de prote{na constituida de uma mistura
de acidos m@noyréﬁieﬁsw A discrepincia entre og nossos resul
tados e os de Cannan, na regiac dos grupos carboxilicos, em
vigta do discutido, pode ser atribuida & diferenca dos mé-
todos empregados., ©Os dois tipos de grupos carh@xflicos que

caracterizamos, un tipo com pK de 3,47 e o outro com pkK de

{26

¥



97

5,13, podem ser entendidos como cada qual sendo constituido
de grupos ~CO0H de valores de pK constantes, dentro de pelo
menos 0,% unidade, gue e 0 limite imposto pelo nosso metodo

para distinguir entre diferenies grupos éciﬁss(EY)

. Entretan
to, esse é um ponto que necessita ser melhor estudado.

Us grupos @ﬂrb@xﬁlicas da ovalbumina 880 provenien
tes de acido glutdmico e acido aspartico. No estude da lisozi
macgﬁ)g foram usados valores de pKk intrinseco de 4,0 & 4,5
pATR 08 acidos &&pérticm e glutdmico, respectivamente, Admi-

timos por iss0, que 08 nossos resultados sa.0 coerentes com ©

fato da rolecula de ovalbumina apresentar dois tipos de gru~-
oS carbaxilie&g, e podemos interpretar que o valor de pK de
3,47 que obtivemos, refere-se a grupos ~COOH de acido aapérw
ticeo, e ¢ valor de pK de 5,13 refere-ge aos grupos ~C00H de
acido glut&mic@m Os desvios observados dos valores esperados
de pK para esses grupos, sac pequenocs e dentro dos limites u
suals obitidos em tiﬁul&@ﬁ@& de prcteinas, ¢ talvez possam Ser
explicados em termos de interagOes eletrostaticas.

Ainda a respeito do fato de G&nnan(ze) ter calcula
do apenas um valor de pk para 08 grupos carb@x{11c0ﬁ, jé COm
mentamos a respeito do metodo usado e suas limitagdes. Conty
do, podemos acregcentar gue Cannan aplicou a sua equacao ba-
seadsa no modelo de Linderstrom-~lang, no ponto medio da curve
de titulacBo, simétricc com respeito 5 um seido polivalente,
na regifio dos grupos carboxiiie&s, pdmitindo um mesmo pK ine
trinseco para os doils tipos de grupos carhoxilicas. Aggim ©
pK obtido referiu-se 4 caleulos na regigo da curva entre pH
3,5 & 4,3, Babora Cannan descreva bem & sua curva de tituls
cB0 nesss regifo, com um unico valor de pk, tal valor envol
ve mais essas aproximacoes que nao estao presentes nos valo
res gue obtivemos.

Dessa maneira, podemos considerar que o valor uni-

(71)

’ H
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,
co de pK para todos o0g grupos carboxilicos, obtido por Cannan,

& Ll .
¢ o que satisfaz melhor o modelo por ele empregado. Entretan
to, leso nao implica obrigatoriamente que o valor obtido pa-

ra este parématre ggteja correto.

Quanto aos valores de pK dos grupos imidazeol da hig

+idina e amino da lisina, obtivemcs os valores de 7,29 para
og grupos imidazol e 10,03 pare 0s grupos amiﬁom Kessas re-
gices da curva nio ocorreu nada semelhante ao ocorrido na re
giso dog grupos sarboxilicos. O valor de 7,29 obtido para os

grupos imidazol ,concorda bem com O valor de 6,8 obtido por

(20) (62)

Cannan , € esta bem préxima do valor esperado de 7,5 y
de acordo com o previsto por modelos moleculares. 0 valor de
pi de 10,03 obtido para os grupos aninc, t&mbém é bem concor

(20)

dante com o valor de 10,1 obtido por Cannan s € préxima
do valor esperado de 10,4 previsto por modelos meleculares

Gom os valores Je volume de eguivaléncia de NaOH
para cada tipo de grupo titulével, ainda referentes 2 tabela
20 e figura 18, calculamos o© pumere de moles de cada tipo de
grupo por mol de ovalbumina, admitindo-se uma Nessa Molar de
45,000 para essa prmtaina(20’62)g

Asmaim, para osg grupos carbaxﬁliao& com pK calculfe
do de 3,47, obtivemcs 26,8 moles por mol de ovalbumina, € pa

ra os de vK igual = 5,13, 16,2 moles por mol de ovalbumina.

Jar@&mﬁag) obteve wm total de 46 moles de grupogf mol de oval

humina e Gannan(EO} 51 moles de grupes/ mol. O nosso valor &
mais préxim@ do valor obtide por Jordam. Tom relag%o a aife~-
renga em relagho ao valor obtido por Cannam, pode ser levado
em conte gue seu estudo se refere & uma preparagio de ovalbu
mina diferente da gue usamos, uma vez gue éle preparou & sua
propria Erﬁ%ﬁiﬁ&(?g}, enquanto quUe EMPreganos uma Preparagac
comercial. Jordam usou & mesma ovalbuming comercial que usa-

mos, & grau V da Sigma, o que pode justificar a maiocr concor

(62

)

&
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déncis entre o nosso valor e o deste autor. Essa concordén-
cia pode ser considerada satisfatoria em se tratando de ti-
tulagtes de pr@tefn&s, embora & diferencs entre o nosso va-
lor e o de Cannan, nos parece ser suficientemente gigniflica
tiva psra ser explicada apenas em fungéo do uso de diferen.
teg prepar&gﬁem da prote{naa A diferenca pode ser tambem de
vido & diferenca de metodos empregados, ou acs diferentes mé
todos de calculos usados., Ne entanto, o valor de Cannan é
bem concordante com o obtido pela analise de aminoacido da

Qvalbuminacla’lg).

Para 08 grupos imidazol, encontrames um valor de
3,6 moles por mol de prate{na, valor bem concordante com O
de 4-5 moles por mol de ovalbumina, enconiradc por C&nnan(goz
Jexﬁam(ﬁg) obteve 7 moles por mol de ovalbumina, um valor um
tantc mais alto. Esses valores podem ser considerados em con
corddncia satisfatoria com os de andlise de amino éaidas(lgy

No caso dosaminos grupos, obtivemos um valor de
12,8 moles por mol de ovalbumina. Cennan obteve 23 moleaigﬁg
e Jard&miég) 19 moles por mol de ovalbumina. Aqui hé umé
maior discordfncis entre os nossos resultados e essges da 13
teratura. A anslise de aminoécidos revela a presenca de 15
moles de lisina por mol de ovalbumina(zo)g e em relacdo a es
se valor, o valor por nog obtido concorda satisfatoriamente.
Cannan atribui o fato de ter obtido um valor maior que ¢ in
dicado pela analise de &minméciée, a possibilidade da exis-
téncia deo -aminosncides, presentes alem da lisina. A dife-
rence entre ©s nossos resultados e os de Cannan e Jordan nao
nos parece simples de ser explicada, pois se naqueles gatudos
foram titula&aaemam&minoécid05, juntamente com o8 £ -amino
grupos da lisina, em nossas titulacOes o mesmo deveria ocor
rer. De gqualguer modo, ¢ valor de pK que obtivemos para 08

grupos amino & bem concerdante com o obtido per Cannan. Alem
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(73)

disso, Kekwick e Cannan , na titulacdo de ovalbumina em
f@rm&lﬁaida, encontraram ws valor de 16~18 moles de grupos
amino por mol de ovalbumina, resultado este que esta mais
yréxima da guantidade de lisina determinada pela analise de
aminoacidos.

Esses ultimos resultados SUgeTriram-nos gque na re-—
gifo da curva de titulacfo correspondente a&og grupos aminos,
pudesse estar ccorrendo algo semelhante ac ocorrido na re.
gido dos grupos carboxilicos. Para verificar essa possibili
dasde, introduzimos umé nova funcio de Gran modoficada, Com
iss0, pf@tamdiﬁmas ver se seria pOSﬁiV&l determinar outros
tipos de grupos amino, alem dos gue determinamos nessa re-
gifio final da curve de titulacao. No entanto, nZo pudemos de
teter a existéncia de novos grupos ti%uléveiﬁ, uma vez gue
& fungﬁa de Grap modificada introduzida n&c apresentou um
comportamento adequado nessa regifo de curva. Dessa meneira,
os resultadog gue obtivemos sugerem gue estames titulando a
penss o8 amino grupos da lisina, sendo esses os grupos I[i-
nais titulados por hidroxide de sodio.

O0s resultados da segunda titulagac apresentada, re
lativos as tabelas 21 e 18, e 8, figura 19, referem-se g ou~
tra titulacaoc de ovalbumina grau V, em concentracao diferen
te de anterior. Tambem nessa titulagao empregamos um eletro
do de vidro e um de Ag/AgCl, combinados em um s¢ conjunto.
Nessa titulagém, oy valores de pK obtidos para os grupos ti
tulaveis foram de 3,34 e 4,96 para os dois tipos de grupos
a&rhexilicos, de 7,16 para os grupos imidazol e 10,19 para
o8 grupos amino. 0O nﬁmerm de moles desses grupos por wmol de
ovalbumina, foram de 26,6 e 18,1 para os dols tipos de gru-
BOS a&r%axiliamﬁ, dando um total de 44,7 moles de grupos
~GO0H por mol de proﬁeiﬂa, de 4,7 para os grupces imidazol e
13,4 para os grupos amino, resultados esses gue concordam

satisfatoriamente com 0s.da titulacdo anterior, sendo que

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
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wma incerteza maior na determinacido dos grupos imidazol & g
perada, em virtude de sua quantidade relativa ser bem menor
gue & de outros grupos. Com relacgao & diferencas mais s@n@i
veis entre os valores de pk dessa titulacgao e da anterior,
temos que levar em conta gue agul empregamos wn eletrodo de
vidro combinado, e na anterior empregamos eletrodos de vidro
¢ de calomelsno separsdos.

Nas diversas titulacgoes gue fizemos, veriflicamos
gue houve maior concordancia entre as realizades com O em~

prege de eletrodos de vidro e calomelano, gseparados. Assim,

para avaliar a reprodutihilidade do méteﬁc, ugamos resulta-
dos de diferentes titulacles de ovalbumina grau V com NaOH,
empregando~se eletrodos de vidro e calomelanoc. Na tabela 23,
apresentamos os resultados do pumere de moles de cada grupo
$itulavel por mol de ovalbumina e seus velores de p¥K, junta
mente com a8 incertezas envolvidas., Esses velores se referem
3 media de resultsdos de quatro titulagbes, incluindo a dis
cutide aqui, cujos dados estdo nas tabelas 17, 20 e figura
18. Em funcdo desses valores, consideramos & precisao obtida
plenamente ﬁatiaf&tériaﬁ

A terceira titulagao apresentada, cujos dados es-
3o na tabela 19, e os resultados apresentados na tabela 22
e figura 20, refere-se a uma titulacao feita com & ovalbumi
na da Mscher. Os resultados obtidos para os valores de pk
dog grupcs titulaveis, foram de 3,46 para o primeirc tipo
da grupo aarboxilieeg de 5,07 para o segundo tipo de grupo
ecarboxilico, de 7,48 para os grupos imidazol e de 10,44 para
og grupos amino. 0O pumero de moles desses grupos titulaveis
por mol ovelbumina, foram de 32,1 e 10,9 para os doisg tipos
de grupos aarbmxilicos, dando um total de 43 moleg por mol
de prﬂt@{na, de 3,6 para os grupos imidazol e 11,5 para 0s
grupos amino, Esgses resultados S8.0 compativ&ia com o8 obti-

dos para & ovalbumina grau V da Sigma, a nao ser quande con
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Tabela 23. Titulagao p@tenciométrica de ovalbumina com NaCH.

& \ 5 - .
valores medics de volume de neutralizagao, pk e

& ta
numero de moles / mol de proteina, para o8 gIu-

yale X titu1QV@i$ da ovalbumina. Esses valores [o-

ram obtidos a partir de quatro titulagtes a dife

rentes concentragtes de ovalbumina grau V da 3ig

i1t

Grupo v

Titulavel NaQH/ml pK n® moles /mol
de proteina

HA, 1,37 £ o,03 3,48 % 0,04 21,3 0,5
(Carbaxiliae}

HA, 0,79 ¥ ¢,02 5,15 ¥ 0,05 15,9 1 0,5%
{(Carboxilico)

B, H 0,18 L 0,02 7,33 L 0,14 3,7 0,3
{Imidazol)

B H 0,64 £ 0,02 10,06 L 0,03 12,8 t 0,4

{Amino)




ran

V/mi
Pigura 20. Tituiacaoc de cvalbumine con NaOH. Fungdes de Gran modificadas

em funcio de V, referentes aos dados da tabela 22.

402
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sideramos individualmente s grupos carboxilicos, O resulta
do obtido para o numero total de moles 608 Erupos carﬁaxilg
cos por mol de ovalbuming, apresentou boa concorddncia com os
resultados obtidos anteriormente, mas ¢ numero de moles de
cada um dos tipos de grupos ear%oxflicoa, apresentou diferen
¢crs significativas em relagao aos obtidos anteriormente. Isg
B0 nes pArecs dificil de sér explicado, & nao ser o fato de
que a prote{na usada agora & de origem diferente, Nn&c apres=
sentando as mesmas especificacoes da ovalbumina grau V da

Sigme. Entretanto, os valores de pk desses grupos foram con

cordantes com os obtidos vara & ovalbumina grau V da Sigma.
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V.5, CONCLUSLO

A giﬁ%emétiea gque empregomos no esiudo potenciomé
trico de ovalbumina, em razfo dos resuliades apresentados,
parece-no8 promissora no estudo de titulaqﬁes de prﬁte{nas,
guer sob ¢ ponto de vista analitico quer sob o ponto de vis
ta de estudos de estrutura e interagoes da proteins.

Fxaminando-se os resultados obtidos na regifio dos

Erupos e&rb@x{liaasp por exemplo, foram caracterizados dois

. I
tipos de grupos carboxilicos, por apresentarem diferentes va
lores de pK. Estes resultadog diferem dos resultados de ou-

(20)

tros estudos potanciwmétr&cos quanto a estequiometria,
e tambem pelo fato de nesses trabalhos se referirvem a todos
08 grupos carboxilicos com um mesmo valor de pK. He diferen
Cas tambem entre os resultados que obtivemos para 08 grupos
amrbmxilicoa, e os obtidos pelo estudo termometrico realiza
do por Jord&m(ﬁgl, gue tambem identifica apenas um tipo de
Erupos aarbexilicwag intretanto, este tipo de estudo termo-
matrico so detetaria diferentes tipos de grupos carboxili-

cos se certas exigéncias de diferenga de pk (Kl/KEE;Q,B)(ég}

e de AH {Aﬂl/aﬁzgal,2)(62) fosgsem atendidas. Essa & uma das

vantagens do petodo de calculo que empregamos, gue permite
regolver grupos acidos de um mesmo grupo funcional, desde
que & diferenca de pK seja da ordem de 0,5 unidade. Desta
maneira, uma dss limitag¢Oes de nosso metodo, estaria no fato
de que grupos funcionais com diferengas de pK menor que 0,5
unidade ndo podem ser distinguidos. Entretanto, 0 metodo foi
capaz rejeitar a sdmissao feita a priori, de que os varios
grupos titmléveiﬁ de um mesmo tipo apresentam 0 mesmo pK,

#
como foi wvisto no caso dog grupos carboxilicos.
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Jomparando-gse cos resultados das titulacdes feitas, guanto a
guantidade de cada tipo de grupo titulavel por mol de prﬁt@é
ni, conclui-se gque © métade apresenta uma precisao que pode
ser considerada boa para o estudo de.prateinas, demonstrando
asgim a viabilidede de sua aplicacio snalitica.

Quanto & comparacdo dos resultados do numero de
Frupos titulaveis gue obtivemos, com os de outros trabalhos
aa 1itaratuxa<2@’ég>, ha uma maior dificuldade em tirar-se
Wma canclu&gaglOantudmg em virtude de estar se tratando de

comparacoes envolvendo o uso de diferentes metodos e diferen

tes grep&raggeg de prcteina, tal discrepancis de resultados
e de se agperar,

Verificamos entéio que o metodo de estudo agui pro
posto, apresenta vantagens em estudos de titulacoes de pPro-
t&im&a, uma vez que permite obter simultaneamente 08 valores
de pK e © numero de cada Lipo de grupo titulavel por mol de
pr&t@ﬁna. Com relacio a titulagoes patenciométricas desori-
t&a(zﬁ), apresenta maior facilidade de execucac e pode dife
renciar melhor grupos tituldveis de um mesmo tipo, fornecen
do mais dados de interesse em estudos de caracterizagio de
§rmta§n&$g Apresenta ainda a vantagem de necessitar de uma
menor gquantidade de pr@teﬁna para o abtengéa da curvae de ti
tulacao., Assim, alem de vantagens para uma melhor caracteri
zacho de proteinas, o metodo descrito e mais adeguado pars
aplicegdes com fins analiticeag na determinacfo da concentra
¢ho de proteinus,

Em relacBo as titulagdes tarmamétrica&iég}, apre-
senta a vantagem, conforme jé discutimos, de fornecer o0s va
lores de pk dos grupos ﬁituiév&is, permitindo caracterizf-

& i & #
~los, © gue por esse metodo nao e possivel.

Entretantce, apesar da perspectiva favoravel rela-

tiva & sistematica empregada no presente estudo, para gue
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se tenha uma malor seguranca quanto a gusa aplicagho geral
em titulactes de yre%einaa, cremos que outros estudos com
outras prcte{naﬁ, deverso ser feitos futuramente. Uma dis=-
ponibilidade de melhores aparelhos e instrumentos, como
pH-metros, microburetas, eletrodos, etc, que permitissem 0b
ter dados experimentais mais precisos, seria bastante util
nessges estudos.

Qutro tipo de estudo gque tambemn podaré ser feito,
& o de titulacbes de proteina em condigGes de forga idnica
mais elevadas, uma vez gue tem sido observado gue um aumento
de forca idnica,diminui diferengas apresentadas entre curvas
experimentais e curvas calculadag, com base en propriedades

. s X . . 20,26
intrinsecas apensas de constituintes acidos e b&ﬁxcos( ’ g
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V1. DETALHES SXPERIMENTATS

vi.l, Perclorato de sédio.

0 perclorato de sodio foi preparado pelo tratamnen-—
to de carbonato de s0dio com é&ido perclérico conforme indi-
cagho da 1it@r&tura(?a). A solucgao estogue obtida foi padro-
nizada por pesagem, pipetando-se 2,00 ml desta ewn cadinho de

N . " ¢
porcelana, secando-se & peso constante em gotufa & 140 0.

Vi.2. Azoteto de aédia

¥ot feita a purificacdo do azoteto de sodio, visan
do eliminar impurezas devido a0 ferro e hidroxide de %éﬁlﬂ,
usualmente presentes em baixo teor.

0 sal foi dissclvido em égu&g a cerca de 900C, ate
atingir a saturagio. A solugho foi filtrada e a seguir adicig
nou-se igual volume de £1cool etﬁliee, 0 sal separsdo apé&
resfriamento, foi recolhido por filtracac e lavado en alcool
etilico, deixendo-se em dessecador & vacuo com cloreto de cég
cio. Powteriormente o solido foi deixado em estufa a 1102C du
rente algumas horas. Preparou-se uma solugBo estoque desse
sal, fazendo-se & sua padronizagao pelo tratamento de um volu
me conmhecido da mesma, com uma solugBo padrao de acido ﬁ@ralé
rico. A seguir a solugdo foi fervida visando-se eliminar o© é
cido azotidrico e o excesso de acido permlérica foi titulado

com solucdo padréo de hidroxido de sodio.

V1,3, Perclorato de mangenés

0 percliorato de mamg&n%a foi preparado a partir da

o & L. # . . " 'y #
reagac de acido perclorico 20% com carbonato de manganes, ate
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o ponto em gue restava um DPequeno residuo de carbonato gue
néo se dissolveu. épéa a filtracBo, foi feita & cristaliuza-
¢cao por evaporacio a pressho reduzida, a temperatura de cer
ca de 309C em evaporador "Fasch", da Buchler Instruments.
0 sal recolhide vor filtragdc foi em sepuida recristalisa-
do dessa mesma maneira.

gom o percloratc obtide foil preparada uma golugao
estoque, que foi padronizada com EDTA, segundo indicacao de

(715)

Sshwarzembach ¢ Flaschks

VI.4. Aparelhagen

Para as medidas de f.e.m. relativas ao estude do

sistema Mn{IY)-Azoteto e gs titulagoes de NaNS COm %0104, fo
rom utilizados um eletrodo de vidro Metrohm HA 109, um eletro
{76 )

de prata-cloreto de prata preparado de acordo com Brown
e um potencidmetro Metrohm "Compensator B 388". Nas titulagOes
de NaNB com HO1 foram empregados o mesmo compensador e eletro
dos combinados de vidro e Ag/AgCl Netrohm EA 121.

Nes titulacdes de ovalbumina com NaOH, para as medi
das de pH foram empregados eletrodos de vidro Netrohm BA 109,
eletrodo de calomelano saturado Metrohm EA 404 e um pH-metro
digital COrion 70l. Em algumpas dessaes ti%ulagmes tambem foi em

pregado eletrodo de vidro e Ag/AigCl combinados Metrohm EA 121,
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ATANDICE I - Listegem do programa de guadrados minimos, rels

tivo ao emprego da equacao 40.

10 PRINT "DET. SINULT. DE KA B VEQ DE ACIDOS E BASEST
1% PRINT ™ RUITO FRACOS ™

20 DIM V1{30}, P(30}, H{30), H1(30), P30}

30 DIM V2(30), Y(30), X{30), ¥1(30), Y2(30)

60 PRINT

65 PRINT "VO©

80 INPUT V

§5 PRINT "CH"

40 INPUT B

110 PRINT

120 PRINT "N. DE DADOS"

140 INPUT N

160 PRINT

180 PRINT "V POH OH®
200 FOR I = 1 TO N

220 READ VI(I), P(I)

240 LET H{L) = 10xk(~¥(1))

260 PRINT V1(I), P(I), H(I)

280 NEXT I

300 FOR I = 1 70 N

320 LET HI{I} = (H(I) - 1B-14/(1(1)))
340 LET V2(I)} = (V4 Vv1(I))/B

380 NEXT I

400 FOR I = 1 TO N

420 LET Y{I) = VE(I)okHL(I) 4+ V1{1)
440 LET X(I) = H{DVL{I) 4 v2(I)%H1 (1) (1)
460 NEXT I

480 LET X2 = O

500 LET Y1 = O

520 FOR I = 1 TO N

540 LET X1{I) = X(Ipkk2

i

i

#

#



560
580
600
620
640
660
680
TG0
720
740
760
780
800
810
820
825
830
640
850
g5%
951
952

TET ¥2 = X2 4 5(1)

LET Y1 = Y14 Y(I)

LET Y2(I) = X(ImY(I)
NEXT I

LET X3 = O

LET ¥3 = O

ORI = 1 TO N

LET ¥£3 = X1(I}+ X3

LET Y3 = Y2(I)+ Y3
NEXT I

PRINT "KA VEQ

1le

PEA"

LET M = (Bw¥y3 — X2%Y1)/(N#d3 - T2%R2 )

LET Bl =

LET M2 = -LOGLO{1/(~M))
PRINT -M, BLl, M2

PRINT "VEQ -~ ¥ 7
FOR I = 1 TC N

(C3YL - Y3%X2)/ (X3 - K2 RED )

LET FI) = Vl(i)kﬁ(I)ﬁﬁ*M)%-VZ(X)wﬁl(E)%{14~H(IE%(WM}}

PRINT F(I), v1(L)
NEXT 1

DATA 6.00 ,9.233, 8.00,9.433, 9.10,9.536, 9.50,9.575

DATA 10.0,9.610, 12.00,9.799, 14.0,10.004, 16.0,10.276
953 DATA 16.0,10.739, 19.0,11.121, 20.0,11.485, 21.0,1L.715
1000 END
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APBNDICE II. Listagem do programe PROTE, referente aos aéla&

los efetundes empregando-ge 28 equagoes S0 a 64.

5 PRINT "CALCULOS DE KA B VEQ SIMULTANECS - FUNQUES DE GRAN®
6 PRINT "NODIFICADAS ~ LINEARIZACAO DB CURVAS DE TITULAGAC"

7 PRINT “POTENCIOMETRICASH

16 DIN V1(90), P(90), H(90), H1(90), v2(90), F(u0), Vv3i(90)

11 DIM AL{90), A2(¢0), a3(90), 2(90), 21(90), 22(90), 23(90)
12 DIE 24(90), F3(90), B4(90), ¥5(90), P6(90), F7(90), H2(90)
15 DIM PB(90), A4(90), 25(90}), A5(90)

16 DIM 1(90), T1(90), T2(90), 173(%0), FL(Y0)
17 DIM F2{90}, W(90)}, D4{90)

30 PRINT "vO©

35 IMPUT V

50 PRINT "CB®

60 INPUT B

70 PRINT "N. DE DADOSY

80 INPUT W

100 ORI = 1 10 W

102 R=AD V1(I), P(I)

110 LET H{I) = 10%x(~P(I))

11% LET H2(I) = H{1)/0.83

120 LET HI{I) = (H{I)/0.83 ~ 1E-14/(H{I)%0.755})
130 LET v2{I) = (V+vi(1))

140 NEXT I

2

i

i

i

145 PRINT "CALCULO DE FGRAN APROX™
146 PRINT

147 PRINT "CALCULO DE F HCL APROX™
150 PRINT "nNLY

155 INPUT &

160 PRINT "HNe®

165 INPUT J1




PRINT " ¥ F HOL APROX®
BRI & J 10 (J+J1)
LeT FI) = HL{I)RvV2(I}

, PRINT Vi{1), F(I)

LET V3{I) = (F(1)}/B+V1(I})
NEXT I
LET K

FOR I

LET K

NEXT I
LET K1 = K/(J1+ 1)

PRINT "V HCL™

PRINT K1

PRINT "CALCULC DE ¥ HAL APROX"

o
J 1O (J+J1)
K+ vi(I)

i

#

i

3 PRINT “N1"

INPUT J

PRINT "NZ®
INPUT J1
PRINT "K HAL®
INPUT K2

LET X9 = Kl

> PRINT *V B HAL ¥V OHALY

FOR T = J T0 (J4 J1)

LET FL(T) = HL{IMkV2({I)%{X2+ H2(I))/B
LET F2(I) FLOIY 4 (vi(I) - K1) H2(I)
LET (I} = m(I)/K2 + v1(I)

PRINT V1(1), F2(I), W{I)

NEXT I

GOSUB 2000

LET K2 = X1/Y1

LET B3 = ¥ - K2%X

LET K3 = K3/(~E2}

B

i

#

i
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325
330
340
345
350
355
360
365
370
372
35
380
385
395
400
403
405
410
415
420
425
430
435
445
450
455
460
465
470
472
475
480
4 85
490

PRINT "V HAL K HALY

PRINT K3, -%2

PRINT "CALCULO DE F HAZ APROX™

PRINT "N1™

THPUT J

PRINT "N2"

INPUT J1

PRINT "K HaZY

INPUT K4

PRINT "V P HAZ v HA2"
FOR T = § TOW@+JI1)

LET FL(I) = (HL(Imeve(I)w(H2(I)+ K4)/3)
LET F2(I) = FL(I)+ (V1(I) -~ E3)%H2(I)
LET W{I) = F2(I)/K4~+ Vv1(I)

PRINT vi(1), #2(1), w(I)

NEXT I

GOSUB 2000

LET K4 = X1/Y1

LET K5 = Y - KokX

LET K% = K5/(-K4)

PRINT "V HAR K HAZ2"

PRINT K5, -E4

PRINT WCOALOULC DE P B1H APROX™

PRINT "N1"

INPUT J

PRINT “N2"

INPUT J1

PRINT "K BLH"

INPUT K&

PRINT "V F BLH ¥ B1H®
FOR I = J TO (J+J1)

LET FL(T) = (H1(I)%V2(I)®(H2(I)+ K6)/B)
LET F2(I) = (I} + (VI(I) = K5mH2(I)
Let W{I) = B2(I)/K6+ Vi(I)
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500 PRINT V1{I), ¥2(X), W(I}

503 NEXT I

505 GOSUB 2000

506 LET Ko = X1/Y1

508 LET K7 = ¥ - KoxX

§10 LET K7 = X7/(~K&6)

51% PHINT "V B1H APROX K B1H LFPROX™
PRINT K7, ~Ké

525 PRINT "CALCULO I F B2H APROX"
PRINT “N1T

i

#

w7
e
o

%7
o0
T

wET
[
A% H

INPUT J

590 PRTNT "R2"

592 INPUT J1

600 PRINT “K B2H"

601 INPUT K8

602 PRTET "V F BOH APH Vv B2H  APROYY
610 FOR I = J 70 (J +J1)

615 LET FL(I) = {(HL(D)ave{I)x(H2(I)+ KEY/B)
620 LET F2(I) = FL{TY4 (VI(I) -~ E7)%H2(I)
£28 LET W(I) = FR{I1V/KE+ VI{I)

630 PRINT Vi{I), F(I), wW(I)

635 NEXT I

640 GOSUB 2000

£45 1LEP X8 = ¥1/YV1
650 LET DL = ¥V - WEkY
655 LRET D1 = DiL/{-KE)}

660 PRINT "V BZH APROX X B3 APROX™

665 PRINT D1, ~K&

670 PRINT "CALOULO DE F GRAN MOD REFINADAS®

680 PRINT

700 PRIET "VALORES DE N P/ SEGNENTACAO DA CURVA®
715 PRINT *N1"

717 INPUT N1

720 PRINT "N2®



721
722
723
724
725
726
727
728
729
130

731
T3¢
T33
734
735
736
737
739
741
785
7490
795
800
805
806
B10
830
835
840
845
850
855
858

IRPUT
PRINT
INPUT
PRINT
INFUT
PRINT
INPUT
PRINT
INPUT
PRINT

IRPUT
PRINT
INPUT
PRINT
INFUT
PRINT
INPUT
LET E
LET S
ORI

N2
DR
X3
w4
N4
L
NS
oy
No
O rde
N7
ny g
N8
B G
Je

WN:LQN

J3

&

4

"

0

&1

1

LET AL{I)
LET A2(1)
LET A3(I)
LET A4(1)
LET A5(X)

NBEZT I

TO N

K2/ (~K2+ H2(1))
~K4/(~K4 + H2(1))
K6/ (~K6+ H2(1))
~K8/ (~KE+ H2 (1))
D2/ (~D2 + H2(1))

i

#

1

#

#

FOR I = N1 TO (N1+ N2)

LET F(1}

Hi {1 v2 (1)

LET 4(I) = B&(K3 - K9MAL(I)
LET Z1(I)} = B¥(KS -~ X3%A2(I)
LET 22{(I)
LET 23(I)
LET 24 (1)

BR(K7 ~ K5)%A3(I)
B (DL -~ K7 WeAd (1)
FIY - Z2(1) - 21(1) ~ Z2(1) - 23(1)

i

#

#
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65 LET 25(1) = (24(1) + vi(I)%B)/B

870 NEXT I

875 LET 26 = O

900 FOR I = N1 T0 (Nl1+ N2)

90% LET 26 = 26 4 Z5(1)

910 NEXT X

915 LET 7 = Z6/(N2+ 1)

926 LET K9 = 47

955 FOH T = NI TO (N34 N4)

960 LET F3(I) = HL(IMV2(IVk(-K2+ H2(1})/B

965 LET F{I)} = (V1{I) - Z7)H2(I}

970 LET FS(1) = (K5 - K3WA2(IMk(-K2+ H2(I))
g75 LET P6(I) = (X7 - X5 Wka3{I)x(~X24H2(I))
980 LET FT(I} = (D1 - K7MkA4(I)k(-K2+ H2(I))
g85 LET PF8(I) = F3(I)+ BA(X) - FS(I) - Pe(I} - FI(I)
99% LET T(I) = F&(I)

998 MEXT I

999 LET J = N3

1000 LET J1 = N4

1003 GOSUB 2200

100% LET K2 = X1/Y1

1010 LET K3 = ¥ - K2%X

1015 LET X3 = K3/(-K2)

1020 FOR I = NS TO (NS4 NG)

1070 LET F3{I) = HL{IDkV2(I)K(-E4 4 H2(1))/B
1075 LET FA(T) =(V1{I} - K3PkH2(I)

1080 LET F6{I) = (K7 - E5)kAI(IPk(-K4 + H2(I))
1085 LET FT(I) = (D1 - K7MkA&4(I)k(~K44 H2(I))
1090 LET FB(I) = P3(I)}+ FA(I) - F6(I) - FI(I)
1100 LET T1{1) = F&(I)

1105 NEYT T

1107 LET J = NS

1108 LET J1 = No

1110 GOSUB 2200

#

H

i

I

it

]

L

]

i

H



1115
1120
1125
1180
1185
1190
1195
1200
1230
1215
1216
1217
1220
122%
1230
1235
1237
1290
1295
1305
131%
1320
1321
Lide
132%
1330
1339
1340
1376
1380
1385
1390
1392
1395

LET K4 = X1/Y1

LET K5 = Y - KdxX

LET K5 = K5/(~K4)

FOR I = N7 T0 (NT7+ NE)

LET F3(I) = HL(I)&V2(I)k(~K6+ H2(I1))/B
LET B(I) =(Vvi (1) - §5)%H2({1)

i

)

Lat FS{I) = (D1 - K7)%A4(T)%(~K6 4 H2(I))
LET PO(T) = F3(I}+ M(I) - (1)

LET T2{I) = F&(1)

NEXT I

LET J = N7

LET J1 = NE

GCSUB 2200

LET K6 = X1/Y1

LET K7 = ¥ - KéxX

LET K7 = X7/(-K6)

FOR I = J2 TO (J2+J3)

LET F3(L) = HI(IDkV2(I)k(~K8+ H2(I))/B
LET M (I) = (V1{I) - X7)H2(I)

LET F8(I) = F3(I)+ F4(1)

LET P3(I) = PF8(I)

NEXT T

LET J = J2

LEP J1 = J3

GOSUB 2200

LET ¥8 = ¥1/¥1

LET D1 = Y - K8X

LET DL = D1/{-K&)

FOR I = E2 TO (¥2+ E3)

TET #3{I) = HL{IMV2(IYk(~D2 4+ H2(1))/B
LET P (I) = (Vi(1) - DLYkH2(I)

LET F8(I) = F3(I)4 FA(I)

NEXT I

GOSUBR 2200

i

H
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1440
1443
L1445
1450
1452
1454
1456
1458
1460
1462
1464
1466
1468
1470
1472
1474
1476
1478
1480
1482
1484
1486
1488
1490
1492
1495
L4 96
1498
1500
1502
1504
1506
1509
1510

LET E = E+1

IF 27 - §>0.0002 GOTO 741

IF S - 27 < ABS(0.0002) GOTO 1452
GOTO 741

PRINT "VALOHES F GRAN MOD REFINADAS"
PRINT

PRINT "V F HCL Ri B

FOR T = NI TO {N1+ N2)

PRINT v1{1}, 24(I)

NEXT I

PRINT "V HCL REF

PRINT 27

PRIRT ™V F HAL Ri B
FOR I = N3 TO (N34 N4)

PRINT V1(1), T{I)

NEXT I

PRINT "V HALl REF ¥ HAl REF®
PRINT X3, -K2

PRINT

PRINT "V F BA2 RRE
FOR I = N5 T0 (N5 4 16)

PRIND V1(I)}, TL(I)

NEXT I

PRINT “V HAR REP K HA2 RuF”
PRINT K5, -K4

PRINT

PRINT "V FOB1H RE
FOR I = N7 T0 (N7+ N&)

PRINT V1(I), T2(1}

NEXT I

PRINT "V B1H REF K BlH RiF
PRINT K7, -Kb6

PRINT

PRINT ™V ¥ B2H REFM

120
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1512 FOR I = J2 TO (J2+4 J3)

1514 PRINT v1{I), T3(I)

1516 NEXT I

1518 PRINT "V BZH REF K B2H RiF*
1520 PRINT D1, -XE&

1525 PRINT

1530 PRINT "RO. D& INTERACOES"

1535 PRINT E

2000 LET Y = 0

2060 LET X = O

2070 FOR I = 4 T0 (J+J1)
2080 LET Y = ¥ + F2(I)
2090 LET X = X + V1(I)
2100 NEXT I

2110 LET ¥ = X/(J1+ 1}
2120 LET ¥ = Y/(J1+ 1}

2130 LET X1 = O

2140 LET Y1 = O

2150 FOR I = J TO (J+4J1)

2160 LET X1 = X1 4 (VI(I) ~ X)x¥2(I)
2170 LET Y1 = Y1+ (VL(I) - X)kx2
2180 NEXT I

2190 RETURN

2200 LET Y = O

2210 LET X = 0

2220 FOR I = J TO {(J+J1)

2230 LET Y = Y4 FE(I)

2240 LET £ = X 4 V1(I)

2050 NEXT I

2260 LET ¥ = X/{J1+ 1)

2270 LET Y = Y/(Ji4 1)

2280 LET X1 = O

2290 LET Y1 = O

]

#
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2300 FOR I = J 70 (J4J1)

2310 1ET XL = X1+ (V1(I) = X)¥FE(I)
2120 TLET Y1 = YL + (V1(I) = XDkk2
2330 NEXT I

2340 RETUERN

2640 DATA 0,20,2.21, 0.30,2.22, 0.40,2.24, 0.50,2.26, 0.70,
2.32, 0.90,2.36

5641 DATA 1.02,2.40, 1.20,2.46, 1.40,2.52, 1.60,2.61, 1.80,
2.69, 2.00,2.80

0642 DATA 2.10,2.85, 2.20,2.92, 2.30,2.98, 2.40,3.09,

i

i

2

2,50,
3,14, 2.60,3.22

2643 DATA 2.70,3.31, 2.80,3.41, 2.90,3,51, 3.00,3.62, 3.10,
3.74, 3.20,3.85

2644 DATA 3.30,3.97,3.40,4.09, 3.50,4.22, 3.60,4.36, 3.70,
4.49, 3.80,4.64.

2645 DATA 3.90,4,81, 3.94,4.87, 4.00,4.99, 4.10,5.19, 4.14,
5,28, 4.24,5.55

D646 DATA 4.30,5.72, 4.34,5.87, 4.38,6.04, 4.42,6.21, 4.46,
6.39, 4.50,6.60

2647 DATA 4.52,6.75,4.56,7.03, 4.58,7.18, 4.60,7.41, 4.62,
7.66, 4.64,7.91

2648 DATA 4.66,8.15, 4.68,8.49, 4.70,8.73, 4.72,8.92, 4.74,
9,10, 4.76,9.24

2649 DATA 4.78,9.35, 4.80,9.46, 4.84,9.63, 4.58,9.76, 4.92
9.90, 4.94,9.96

2650 DATA 5.02,10.16, 5.06,10,24, 5.10,10.31, 5.16,10.41,
5,20,10.47 )

5651 DATA 5.30,10.01, 5.40,10.72, 5.50,10.81, 5.60,10.90,
5.70,10.97, 5.80,11.03, 5.90,11.09

3000 ERD
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