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"0 bom senso 2 a coisa mais bem re-
partida deste mundo, porgue cada
um de nos pensa ser dele t&%¥o hom
provido, gue mesmc agueles gue sio
mais dificeis de se contentar com
qualguer outra coisa n¥o costumam
desejar mais do gue o gque tém. Mio
& verossimil gque todos se enganem;
ao contrario, isto mostra gue o
poder de bem Jjulgar e de distin-
guir o verdadeiro do falso, que @
propriamente o gque se chama de o
bom senso ou a razios & natwral-—~
mente igual em todos os homensi e,
assim, a diversidade de nossas o-
pinifies n¥o resulta de serem umas
mals razodveis do que putrass mas
somente de conduzirmos NOossos pen-
samentos por diversas vias, & de
N3 considerarmos  as mesmas coi-
sSas, "
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RESUMO

ESTUDO DO COMPORTAMENTO ACIDO-BASE

DE FROTEINAS NO SISTEMA DMSO-AGSUA

autor: Ivo Milton Raimundo Junior

orientador: FProf. Dr. Oswaldo E. 8. Sodinho

Neéte trabalho foi estudado o comportamento Acido~base da
lisoz ima 2 ovalbumina no sistema DMSO-dgqua (7:0:0:8 ml) atraves
de fituiem;ﬁes ter&mmétrica catal itica (TTC) e potenciomstrica.

Ma TTC foi utilizada acrilonitrila (4,0 ml) como indicador
termometr icos zendo determinados 23,640,7 e 47,6+0,4 grupos dci-
dos por mol delligazima‘& ovalbumina, respectivamente. A compara-—
€30 desses resultados com os obtidos por titulagio potenciomdtyri—~
ca das proteinas desnaturadas em waia mostrou que oS orupos gua-
nidina {(pk, = 12:5 em dgua) s3o titulados no meio DME0—-agua.

Ma tTitulag¥o potenciométrica foram util irados eletrodos de
aluminio ouw wvidro como indicadores e um £io de nigquel-cromo imer—
50 no titulante como referéncia. 5.eletrada de aluminioc n3o for-
neceu resultados satisfatdrios nas titulaghes das proteinas, ha-
vendo  indicagBes de adsorsg3o destas na supertficie do elstrodo.
Cam o emprego do eietradm de vidro foram determinados 11,4+0,5 e
S22 3%21,5  grupos  dcidos e 22:;730,8 e P7:0%2:1 grupos totais por
mol  de lisozima e ovalbumina, respectivamente. Esses resultados
indicam gue os grupos guanidina da lisorima s¥o écidmg_maiﬁ fra-

cos gque os da ovalbumina, pois s%o determinados apenas por TTC.



ARSTRACT

ETUDY OF ADID-BASE BEHAVIOUR OF

PROTEINE IN DMBO-UWATER DYSTEM

cautbor: Ivo Milton Raimundo Junior

supervisori Frof. Dr. Oswaldo E. 5. Godinho

Acid—~base behaviour of lysoozyme and ovalbumin was studied in
any  DMBO-water (7:0 1 Q.8 ml:} system by catalvytic thermometric
titrimetry {077} and potenticmetric titrimetry.

In ©CTT: where acrylonitrile (4,0 ml) was employed as  a
‘thermometr ic indicator, 2Z:6F0,7 and 37,46+0,:6 acid groups per mol
of lysozyme and ovalbumin were determinated. respectively.
Comparison of these regsults with those obtained by potent iometr ic
titrations of proteins denaturated in wurea showed that guanidine
aroups (pEo=1E2.3 in water) are titrated in the DMSO-water medium.

Both aluminum and glass were used as indicator electrodes in
the potentiometric titrations. A nickel—chromium wire immersed in
the titrant was used as reference electrode. The aluminum elec~—
trode did not provide s=satisfactory results in protein titra—
tions, probably due to adsorption of proteins on the electrode
surface. By employing the glass electrode, 11,4+0,% and S2,3+1.5
acid groups. and 22,720,8 and 97,0x2,1 total groups per mol of
lysozyme and ovalbumin were determinated. respectively. These re-—
sults show that the guanidine groups of lysozyme are wéaker acids

than those of ovalbumin, since they are determinated cnly by CTT,
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I. INTRODUCAD

0 estwudo de proteinas em MEi0 aguDso € uma Consequing iar ma—
tural do importante papel desempenhado pela Agua em sistemas b io—
lagicos. Todavia, existem indicagfes de que a agua pode ni¥o ser
um modelo ideal para as reaglbes "in vivo®; uma vez que sistemas
biologicamente importantes tendem a ser lipofilicosl. Associado a
este fato, © emprego de solventes orgfnicos com diferentes carac—
ter isticas (acidez. basicidade. constante dislsgtrica, viscosida—
des, transparéncia espectral, etc.)? possibilita investigagles no
intuito de elucidar as estruturas e propriedades das proteinas2..

As  limitaglies desse sstudo n¥o esbarram somente na quest3o
obvia de solubilidade das proteinas nos solventes arganicos mas
também am certas condiglies necessdrias para o uso dos nesSnos,
Mests senticio. os solventes devem ser estdveis g inertes guimica-
mente e suas impurezas.: se houverem, n3o devem reaqir com a pro-—
teina. Como esta possul grupos guimicamente reativos, apenas po-—
dem ser utb il izados os solventes que., no méximo., promovam reaglies
acido~base envolvendo o &tomo de hidrogén ic2,

A solubilidade de uma proteina nio estd diretamente relacio-—
nada com a constante dielétrica do solvente, Em outras palavras,
o poder de ionizag¥o do solvente n¥o exerce um papel fundamental
neste proce&sscg’:s. Lomo as proteinas s8o bastante solviveis em
solventes Acidos (anfiprdticos protoo@nicos) ou bdsicos (anf iprd-
ticos protofilicos), independentements de suas constantes diel &—

tricas; a formagdo de pares ionicos atraveés de pontes de hidrogé—



nio parece ser 0 fator mais importante na solubilizagio<,

A conformas3o® de uma proteina em soluc¥o depends das inte—
ragies esletrostidticas entre grupos da macromoldécula, pontes  de
hidroginio entre grupos carboxil ico 2 amino formadores das liga—
ghes peptrid icas e das interag®es liofdbicas™2, Em solusio aq&;zcau
sa  a prﬁtei_r;a esta na sua conformagdo nativas: na gual a cadeia
polipeptidica estd enrolada em um arranjio ordenado. O ciﬁe'snai;:ura"
gio da proteina consiste em desenrolar a cadeia sem romper as 1i-
gagBes peptidicas da macromoléculas resultando em  um arranjo
aleatdric. A uréia 2 o cloreto de guanidina =30 agentes desnatu-
rantes bastants utilizados®, Os aaiveétes orgEnicos 't_;ambém poden
ser  usados como tal. embora em alguns casos as prctéinas poOSsSuam
uma  confor magdo mais ordenada gue em dgua (POr @X. em misturas
de dgua com dioxano, 2-cloroetancl ou dlcoois alif4ticos sim—
ples) 7. Na desnaturag3o a estrutura nativa & alterada devide ao
enfraquecimento das interagles hidrofdbicas entre as cadeias la—
terais dos amincidcidos, ocasionado pelo solvente orgénicaa’q.

0 dimetilssulfoxido (DMSO**¥*) n%o & um agente desnaturante
muito sficiente’, exercendo pouco efeito sobre a sstabil idade das

proteinas  globulares guando mizturado com dqua =2m pequenas pro-

pmr&ﬁjat—;é’. Emtretanto, o DMSQ & capaz de causar uma mudanga rever—

(%) conformagio @ um termo geral gue envolve as estruturas secun—
daria, teracisdria e guaternsria {(se houver) da proteina?, Uma ex-
posiedo bastante clara e sucinta sobre as estruturas das protef-
nas foi feita por Silva“.

{#%) general izando o termo interagfes hidrofébicas

(#%%) emboreaa a abreviagdo recomendada pela IUPAC seja MeoS80.
2

al,



sivel na conformag3o da proteina, devidm’é substituisglo das molé—
culas de Agua que solvatam a macromoléculalQ,

O usc de MBS0 no estudo de sistemas bicldgicos vem aumsntan—
do desde a descoberta, na década de 60, de suas propriedades far-
macoldgicas e medicinais. Essa apl icag®o rna medicina foi iniciada
devido & descoberta de gus o DMSO penetra muito %acilmeﬁte na
casca de &rvores; espalhando-se totalmente no sistema vascularil,
& sua‘impmrtﬁncia na medicina & tamanha que trés simpdsios foram
promovidos pela Academia de Ci2gncias de Nova Iorgue sobre suas
aglies bimlxﬁgica512§13¥14, O DMS0 pode ser usado como analaésico,
anﬁimiﬂ%laﬁuatﬁrimn radioprotetor, crioprotetor,; etc,. além de pos—
suirr wm alto poder de penetragio em membranas (como a pela)d s pos-—
z2ibil itando o transporte de substancias de baiuo peso molecular
atraves das mesmasl=, A tabela 1.1 sumariza algumas das aplica-
shes farmacolagicas do DMSOlé,

As titulagbes de proteinas e aminocdcidos t@m sido muite pou—
co estudadas em meio ndo aguoso ou parcialmente aqu9§a191?'23.
Guando um meio diferente da dcua @ utilizados a escala de pH e as
constantes de dissociag¥o dos dcidos e bases dependem do solven~—
tel4, Isto Quer dizer gue nenhuma coarrelaglo pode ser feita com a
agua. Este problema & resolvido através da definiglo de uma esca-—
la arbitrdaria de pH no solvente empregado. a partir da gual 53O
determinadas as constantes de dissociag¥o dos dcidos e basonlcd,

No presente trabalho foi estudado o comportamento acido—base
da lisozima e ovalbumina no sistema DMS0-dgua {7,0:0,8 ml). A de-

terminago dos grupos dcidos e basicos dessas proteinas foi feita

atraveés de titulaghes termométrica catal itica e potenciomgtr ica.



Tabela I.1. Aglies farmacoldgicas do oMsolée,

analoggsico alivia dor e sdema
anti-inflamatdrio efeito demonstrado no edeanas
movimentagdo leucoeitdrias

dermatite 2 oultras

sfeito hacteriostdtico sfeito em varias bactérias
causando alteraglies de protesi-
na & RMNA

efteito no sistema sedat ive; efeitos anti-psicd-

nervaso cenntiral tico & contra ansisdade

sistemna Nervoso aumenta o efeito estimulatdrio

do nerve vago

efeito cargd ivasgular Gt il ma protego tegidual con—
tra isguemia, sem sfeitos ad-
versos agudos hemodindmicos

vasodil atag o causa vasodilatag3o 2 aumenta
ah=morgido de cutras drogas

interagio com drogas interage pouco com drogas co-
MmUns

veiculo par & drogas aumenta penetragiio na pele de

tdpicas i agentes anti-virais

Os resultados foram comparados com os obtidos atraves de titula-
gin potenc iometrica das proteinas desnatwadas em solugles aguo—
sas de ure&ia~, mostrando a possibilidade de se titular d4dcidos
muitao fracos no meioc empregado. Complementando o trabalho. foi
verificada a viabil idade de se utilizar eletrodos metdl icos como
imndicador {taluminio) =2/o0u referéncia (niguel-cromo) nas titula-

ghies em melo ndo agueso,. conparando os seus desempenhes com  0OS

eletrodos convencionais {vidro, Ag/AgCl., calomelano).



IT. VOLUMETRIA DE NEUTRALIZARAD EM MEIO NAD AQUOSO

1.1, Classificssdn dos solventes

e sol ve?rite'ﬁ orgidnicos tém sido classificados segundo varios
critérios. Snyderéd classificou—os bazeado na forga cromatogr&fi-—
ca {(polaridade) g seletividade (capacidade em fazer pwnteé de hi-
drogénio e ter interagfies dipolos): Guitmann<® ordencu-os de acor-—
do com a donicidade (entalpia molar da reagdo do solvente doador
com um aceplor de refer#ncia, Shllss 5uma solugio 1073 M em di-
cloroetanc? 3 Bronsted</ baseou-se na ac idez.: basicidade ¢ cons-—
tante diel &trica e Holthof$28 yrilizou-se da constante de auto-
protdl ise dos solventes,

Tais classif icaele=, apesar de arbitrdrias, s3o importantes,
pois proporocionam uma organizasio dos solventes sequndo os critdé—
rios de interesse de cada dreas, facilitando a discussio e axpli-
cag¥o dos resultados. Como este trabalho envolve volumetria de
neutral izag Ho., interessam aqui as classificagies propostas nor
Bronsted & Holthotf.

Bronsted?’/, como dito acima, bassou-se na constante dielé—
trica, na acidez e na basicidade dos solventes. Atribuindo—1lhes
sinal positivo gquando essas propriedades fossem significat ivas,
dividiu—-ns em oito grupos distintos como mostra a tabela TI.1.
Bronseted o itow somente a dgua e o benzeno como exemplos 2 os ou-
tros  foram compl-etades por Popovych e Tomkins<9, que também adi-

cionaram os "termos modernos” encontrados na tabela.



Tabela I1.1 . Ciassificasio dos solventes segundo Bronsted<?,

tlas=e acid =z basici- £ termo : exenplos
dade maderno
1 + + + anfiprotico HoOs  CHxOH
neutro
2 “+ + - protoog®nico Hob04., HF, HCOOM
= + - + protof{lico n—-metil-propionamida

tetrametilurdia

4 + - - aprotico acvetonitrila, aceto-
: dipolar na
5 - + + antipratico Alcoois
neutro
& - + - protogénico dcido aceético
7 - - + protot il ico maioria aminas
g - - - inerte benzenos alcanos

Cabe Il embrar gque Bronsted tomou a agua como referéncia para
classificar um  solvente como acido ou bédsico e gue Fopovvch e
Tomkins atr ibuiram positive para os solventes com constante die-
leétrica acidima de IS a 20, embora Ratead0 recomende somente acima
de 30.

Koltho¥+28 dividiu os solventes em duas grandes classes.s ba-
seando-se nes constantes de autoﬁrﬂtdlise, Champu de solvente an-
fiprdtico aguele gque, coma a dgua, exerce o papel de dcido ou ba-—
s, possuindo uma constante de autoprotdl ise mensurdavel , que pode

ser ascrita da seguinte forma:

2 HE === Hs8% + g~ Kegpy = aH,g* - ag-

v



onde HS & o solvente anfiprdtico, H-8% o fon "lyonium”, 5~ o ion
Tlyate" e Kg & constante de agtoprdtéliBE, definida como o pro-
dutn das atividades dos lons produridos pelo solvente. Evidentaf
mente classifticou como aprotico o solvente que N0 possuia o553
conztante mensurdavel.

& tabela I1.2 mostra a classificag¥o proposta por Kml£h5¥¥.

Tabela 11.2. Classificag¥o dos solventes seqgundo Kolthof£28,

classe sub-classe caracter isticas - exemplos
anfiprotico (1) forga dcido-base se— aguay, Alcopois;
melhante a4 da dguas; glicdis, fendis

com constante diel &~
trica difsrente

(2 protogénico Ho804, HF. HOOOH
CH=COOH
(3 -prgto§iligo en*, THMG¥, NHz,
DMSO¥*
apratico (1) inerte hidrocarbonetos

al ifdticos,
CHCl=z. CClg

{2} pratofdbico acetonitrila,
cetonas, nitro-—
metano

{3 protofilico DMF®*, DMSO, FPy¥

(%) en = gtilenodiamina; DMBO0 = dimetilssulfoxido; TMB = tetrame-
tilguanidinas; DMF = dimetilformamidas Py = piridina

Folthoff, apesar de reconhecer gque os fendis s3o mais dcidos
que a 4agua, colocou-ps no mesmo grupo desta. Tampouco utilizou
critérios rigorosos para definir solvente aprdtico e, portanto,
classificou o DMSO em dois grupos.

Sob o cardter aprdtico dos solventes & importante salientar

7



que tragos de impurezas: principalmente dicdxido de carbono e
dgua, alteram significativamente o valor de Kgy. Por exemplo. foi
determinado experimentalmente o kKgy para & acetpnitrila {pkgy =
32:2) e a dimetilformamida (pKgy = 21}, solventes reconhecidamen—
te aproticos. BatesSY, tentando contornar o problema, cla%sifiémm
COMmo aprdt:icg‘twdo 0 selvente com plgy maior gue 20 e emtaﬁde que
os wvalores de pKgy para acetonitrila, DMF, DMSD = outros repre-—
sentam apenas um valor minimo. Dessa formas etanal & anfiproatico
(pkgy = 19:1) & s¥o aprdticos DMF, iso-~propanol (ploy = 20,8 e
ate mesmo aminia (pKgy = 32,73 -3I300).

For outro lado, Kolthoff-el prnp@é que se chamasse de  anfi-
protico o solvente que possuisse o fon "lyate" estavel, justifi-
cando , assims a classificagdo proposta em artigo antericr<B,. gn-
t3n, o DMS0O & a amd9nia podem ser classificadps como anfiprdticos.

Outro ponto a comentar sobre essas classificaghes & a desig—
nagso de protofilico ao solvente bdsico com acider desprerzivel e
de protofdbico ao solvente com caracteristicas inversas, A Aguag
como  dito anteriorments,; @ sempre a referéncia para essas desig—
naglies e FHolthoff chamou també@ de protog@énicos os solventes co-
nhecidos comb dcidos em solug3o aguosa.

Como se pode notar a classificag®o dos solventes n3o exprims
uma regra absoluta, possuindeo limites pouco definidos. Tais clas—
sificaglies tambeém n3o podem explicar todo equil thrio 4cido—base
em m2io NAS AquUOSo; uma vez que n3o sO a acidez, a basicidades as
constantes dieletrica e de autoprotslise dos solventess mas tam—
bém as fbrseés de interag3o {(dipolo, dispers3o) e de pontes de hi-

drogenio entre solvente e soluto exercem um papel importante.
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A tabela I1.3 nostra os solventes mais comuns e suas respec-

tivas propr iedades,

Tabela I1.3.

Fropriedades de alguns seolventes a 2

agua

metanol

gtanol
iso-propanol
acido formico
grido acét ico
MN—metilformamida
dimetilformamida
etilenocdiamina
aminia

piridina
dimetilsswuf o ido
acetonitrila
anidrido acaético
nitrometano
acetpna
metiletilcetona

metil ischut ilcetona

dioxano
bernzeno
tolueno
n—-hexano

&) cmngtantes da equagc de Debye-Huckel

A = 1,82
B =
by 209C
o) —~IXEFEOC

d}) valor calculado

En 100/ (e, Ty R/2
_z,s_r*'f?,,mil/ (e.Ty1/2

e) valor muito baixo

If1.2.

A escala de

de

uma escala de pH universal,

referéncia a escala aguosa,

Acides

../.c_ le
dm*f‘,mml

em melo niAn agquoso:

definigXo de pH

5 op32
as Bxio—ioa
G, 5023 O, 2284
1.202 08099
22214 0. 5878
4221 0, 4465
(”)_.,?‘?2 0,381
23,30 1,174
Qs 144 D214
1.5%4 0., 4881
g &2 Qs 773
LY 8 PN R
8:12 0. 827
1.111 0. 426
1,43 3. 484
F176 0, 640
1,650 G, 484
Za 76 Gy H40
G, 43 Qs &T77
7:b3 D810
i/72
1/x.’m“1

acider mais conveniente e mais usada & a estala

pH. Ser ia. portanto. de extrema util idade gue fosse

definida

independente do solvente e tendo como

por ser a

(?

mais conhecida.



A obtengdo dessa escala universal esharra no problema termo—
din&mico de definigdo de um estado padro, uma vesz que @le & ar-—
bitrdrio. For ezxemplos; o potencial guimico de uma gspécie i &m um

meio qualguer (aguosoc ou n¥o) pode ser escrito comod
i = pi®*F RT.In ag = p®+ RT.In(mj.Yy)

. B2 for tomado como estado padr3o o potencial quimico da es—
pecie i, & aj = 1, e assinalando w & s para evidenciar, respecti-

vamente, o= estados aguoso 2 nio-aguoss: tem-ss qa,za?"gﬁ

Y5 ()
}.iio(‘.?a} = }.\ic(w} + RT.1lp ————— == }_if{w) + RT.1In mY 4
: Yi(ﬂ}

0 termo mY; é chamado de efeito do meio 2 & uma medida .c:ia
trakalho de se transferir 1 mol da espécie i do =stado padr 3o em
S agua para o estado padr¥o no solvente s. 0 efeito do meio reflete
a diferenea de potencial guimico da espécie i em dois solventes
devido & wvariac¥o de constante dieldétrica. stlvatago e outras
interaglies especificas.

Ent3o, s& & conhecido o efeito do meio para o préton, Y g

pode-se det inir a escala de pH universal baseada na égua33:
pHisyw) = —log (mYp.my)

Infelizmente, o sfeito do meio para um fon isolado n%s  tem
significado termodin&mico e sua medida por vérios autores>% n3o

leva a resultados convergentes.suito embora tentativas sejam fei—

10



tas para se obter valores confidaveisS3, Portanto. resta apenas
definir uma escala para cada solvente e, nesse sentido, a I1UPACI3
sugere certos oritérios para padronizasio de medidas de pH  em
solventes org@nicos. Esses critdérios ssguem o mezmo rigor da de-
finigo de pH em aguazé 2; analogamente, define~se uma aﬁgéla

operacional de pH baseada na celad

eletrodo de ponte salina solugio amostra (x) | eletrodo sensor
referéncia "o solvente s | ou padr3o (s) no de H*

solvente s

s

Se os potenciais de junglo liguida entre a ponte salina =

solugdo de &mostra ou padr3o forem idénticos, pode—se escrever:

E{g) - E{x)
pH{x) = pH{s) =+

(RT/F)Y Inl0Q

onde E{(s) & o potencial da cela com soluglc padri3c no solvente s
com determinado pH(s) & E(x#) & o potencial da cela com solusdo da
amostra cujo pHx) se deseja determinar.

Fara se determinar o pHi{s) da soluclo padrip seqgue-se, basi-
camente, o mesmo procedimento efetuado para dgua. Atraves da me-

dida do potencial da cela sem jung3o 1liguida:

Fr§ Ho (1 atm) | padrioimg) + KCI (mpy)
no solvente o

ALt | Ag

P

onde © padr 3o & uma soluglo tamplio (hidrogenoftalato de potédssio,

acetato, fosfato: etc.),: tem—~se que:

(E ~ E™)

play. Yo1) = - pmgy = pay * pYei
(RT/F) 1nio

i1




Determinando—-ae PYp1» o coeficiente de atividade do {on 17,

atraveés da e@guagio de Debve-Huckel:

PYop = AIL/2/01 + o .m.11/2)

& extrapol ando-se para mpy = 0, apds varias medidas do potencial
da cela em diferentes concentragles de FLl. obtém—-se o pay da so-
lug®o padr®o no solvente desejado.

Baguindo-se esses critérios para medidas de pH em melio n3g
aquoso . deve-se notar gue os fatores A 2 B da equacio de Debye-—
Huckel var iam com o solvente (valores s8o encontrados na +tabela
I1.3), assim como o parametro r‘&lat ivo ao tamanho do {on, Az QU
deve ser corrigido®®, Esta def inigdo & valida para solventes or~
AN 1Ccos & suas misturas com Agqua com constante dielsétrica aciﬂ;a
de IO, valor minimo acima cié qual ndo ocorre associag¥o de ions.

Mestas condiglBes, a escala de pH obtida para um Smlvanﬁe de
interesse n™Ao se relaciona com a de outro. Por gxemplos, uma solu-
£330 aguosa meutra tem pH igual a 7,0 enquanto gque a etandlica tem
pH 2.4,

Vadrias solusles padri3o s3o indicadas para cal ibragio de ele-
trodos, princ ipa_lment@ em misturas de dgua com metanol, etanol,
dioxano e DMSOS3, Tadavia, também s%0 encontradas na literatura
solugles p'adram em acetona, metil~iscobutil-cetona, nitrometano e
outros solventess/,

Antes, porém, desses critérios serem recomendados pela IUPAC
duas outras escalas haviam sido prepostas e como sXo de boa apli-

cagHo em sistemas nXo aguosos convem citd-las agui.



A primegira foil inicialmente definida para ser utilizada em
solugles &Acidas concentradas e proposta por Hammett e Deyrupsa.
Ezta sscala & baseada em indicadores dcido-base nilo carregados na
forma alcalina, cuio equilibrio num mein com determinada  acidez

pode ser descrito pela equasg3o:

At - ALn
HIn® g==== H* + In Fyipt = ——————

apin®

A constante do dcido HIn pode ser recrdenada para:

B Yin
pEyIRt = pay —- log —— - louo
Myt THIn*

A fung Mo dcida de Hammett¥®., Hos, £ definida como:

MIn Yin
Ho = pEHipt + log ——— = pay — log

M In+  Yhin+
onde o pk & medido em dgua e a raz¥o das concentragles my,/myipt
& medida espectrofotometricamente. E claro aque em solugles aguo-—
sas diluidas Hy torna-se igual a pay pois os cmeficienteg de ati-
vidade das =spfcies tornam—se unitiarios.
A outra escala foi proposta por Bates e colaboradores<? a &,
na verdades uma escala operacional de pH. Apesar das meadidas de

pH em meio nXo agquoso envolverem um potencial de jung®o 1igquida

(%) & chamada de H,s pois estd baseada em indicador sem carga.
Existem, amnalogamente, fungdes H_ e H, baseadas em indicadores

cuja forma n¥o protonada tenham cargas negativa e positiva, res-—
pect ivamente.
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com valor elevado entre o meio & 0 eletrodo de referéncia presn—
chido com wsolugdo aguosa, ele permanece constante em ampla faixa
de pH, se & composigio do meio permanecer constante. Através des
medidas de plag. Yop) em celas sem jung¥3o 1figuida (comm & citada
anteriocrmente) e medidas de pH usando o par sletrodo de video-
2letrodo de calomelano cal ibrados com soluglo tamp&o aguosas foi
possivel obter valores de § para um meic determinado = constante.,
Este. par&metro § ., proveniente da diferenga de pH-p{ay. Yo1)s &n—
volve tanto o potencial de junsio liguida citado como o sfeito do
mein para o protons myy.

Uma vez detsrminado o valor do parametro § para o meic desp—
Jjado, as medidas de pH podem ser feitas apts a cal ibragio dos
eletrodos cle vidro e calomelans em um tampiio aguoso. 0 valor de
pH lido no potencidmetro &, ent2o, relacionadso com a escala de pH

do meio n¥o aguose através da equaglo)
pag* = pH - §

Valores de § podem ser encontrados na literatura, principal-—
mente para misturas de 4gua com metanol ow stanols?,

Como s=e pods ver, medidas de pH em meio Nn3o agquoso envol vem
certos cuidados, Sacarrentes principalmente da incapacidade de se
medir o eferito do meio para um fon isolado. Nunca se deve esgua-—
cer que ao se alterar o solvente as atividades dos {ons mueclams
assim como os potenciais de eletrodo. Por exemplos o potencial
padrén, EP. do eletrodo Ag/agll & 0,22234 ¥V a 25 9C em agua en-—

quanto gue em metanol anidro & ~1,0101 V na mes=ma temparaturaqgf
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Outro ponto importante € que a medida de pH envolve maiores com—
plicagdes em solventes com constante dielétrica abaixo de 30O de~

vido & formagido de pares ifnicos.

I1.3. Equilibric Adcido-base em meio NAioc aguoso

Fara se tratar de squilibrio dcido-base em meio namr RKAGLOBD
ou parcialmente aguoso deve-se considerar duas caracteristicas
fundamentais dos . =zolventss: a constante de autoprotdlise = a
constante dielétrica. A constante de aﬁtﬁﬁrmtdliﬁe reflete o com-
portamentao anfiprdtico ou aprotico do solvente 2 a constants die—
Tétrica re%i&éte a sua capacidade de separar as cargas, isto &, de
evitar a formag¥o de pares entre {ons de cargss opostas. Desta
forma, os solventes podem ser divididos em quatro classes diastin—
tas com o intuito de facilitar esta discussio.

A primeira classe, os solventes anfiproticos polares®,; tem
comportamento similar ao da dgua e inclui metanol, dcido férmico.
misturas Agua-alcoois, etc.. Ruando um dcido HA & dissolvido num

snlvente anfiprotico poalar HS: ocorre a seguinte reagdo de equi-

1ibrio:

(#) embora ndo seja correto @ comum se chamar de polar o solvente
com alta constante dielétrica; no caso maior que 30-40,



onde HQS+ e o prdaton solvatado, O tré%amento formal de equil ibrio
dado & esta classe de solventes € semelbante ao dado & dguas sen—
ﬁo gue nenhums compl icagdo adicional sxiste. A tabela 11.4 mos-—
tra as comnstantes de dissorciagdo de alguns écidos em Agua, mebka-

neol e etanlei,

Tabela I1.4. Constantes de dissociagio de dcidos =2m solwventes an-—

fipraticos polaresqi.

Ao ido ply (H() P 5 (MelH) pi g (ELOMHD
acsdtico 44,75 F 7 10,4
benzdico 4,20 G, 4 1013
fenol P77 14,2 153: 5
arnildnio G5 60O . &, 0 .70
p-~toluidinio : 5. 09 &0 by 24

# segunda classe compreende os solventes anfipréticos apmla*
rFES. cujo evxemplo tipico & o &cido acético glacial. A primeira
contribuig®o significativa sobre eguil ibrio em solventes anf ipro-
ticos apolares fol dada por Kolthoffd e Bruckenstein?? através de
estudos em &cido acético glacial. Um dcido HA: guando dissolvido

nesse  tipo de sclvente, ioniza—-se o dissoocia-se seqgundo as equa—

g8osl
3H28+A“
HA + HE o= H,5%a~ Ky = ———
S0y
aHQS*-aﬂ"
HoSTA™ se==== MHo8* + A~ Kg = ———————
aHQS*A“
ande kK, & & constante de ionizagdo do dcido HA e Kg a sua cons-—

tante de dissociaglio. A constante de disscciag&o total do  Acido

pode ser escrita como:
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AHLGH . an~ Ki » Kg

aHa * ApsstaT L+ Ky

Como em solvente anfiprdtico com baiva constante dieletrica
a formaglo do par idnico & inevitdvel, a constante de ionizagl3o &
qLuem expfw%ssa exatamente a forga do 4cido ou da base & nEo a éua
constante dgﬂdisaociagém total, Em termos geraiss: a ionizagfo &
fungfic da acidez/basicidade do solvente 2 a dissociaglo & fungio
da constante dielétrica. Em sclventes com constante dielétrica
maior gue I0-~40, a formagio do par ignico & desprezivel 2 o tra-
tamento € +eitoc como em Agua. A& tabels I1.5 mostra as constantes
de disso¢ iagda total de alguns écidwé e bases em dcido acdtico

glaciain,

Tabela 11.5. Constantes de dissociago total de dcidos e bases

em Acido acético glacial (a 25 )43,

Acido ol A bhase P
percldrico 4,87 tribenzilamina T, 58
sulfurico (k) 2 24 NiN-digtilanilina S,78
p-toluenossulfonico B.44 piridina Gy 10
cloridrico B2, 55 2:3—dicloroanilina 9,48

A terceira classe de solventss & a gque inclui os polares
aproticos, gue =30 mals conhecidos como dipolares aproaticeos. 83o
relativamente inertes e podem ser subdivididos. seqgundo Eolthoff.
em protofilicos e protofdbicos (tabela 11.2). Oz protofilicos
(M5S0, DMF. FPy) solvatam cations (inclusive o proton? e podem
aceitar pontes de hidrmgénia. Os protofdbicos {(acetonitrils, ni-
trometano, etc.)  tém pouca capacidade para solvatar cations e

formar pontes de hidrogénio. Como os solventes dipolares aprati-
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cos ndo  tem hidrog@nio apto para formar ponte, eles solwvatam
anions muito fracamente. Ent3o, um #&nion A7 em um meio dipolar
aprotico se assoClard a seuw dcido conjugado: MO, ou a2 um  ocutro

drido. HRE

BAAHA™
AT+ HA s===2 A7 HA Kapp— = ————

A/ AN

AnHR™
AT 4+ HR v‘”{g—»—““} A7 == s MR KQHF{— ==

ag—'. aH;:-‘s

Essas reagles foram chamadas por Eolthoff%% de homocon juga—
cHo (formagdo de AHAT) 2 heteroconiugsseio (formaglo de AHR™), As
constantes de formacdo de homo 2 heteroconjugados s3o muito ma in-
res em solwventes protofdbicoss!, porgue oas solventes protofil icos
solvatam melheor os acidos HA ou HR através de pontes de hideroge-—

nio. Na verdade, existe a competigio:

AT ~HAHR) + § === G+ HA(HR) + A

onde § & o solventes gue determina a extensio da reagio de homo e
heteroconiuagagdo.
Ent3os a reago de dissociagdo de um dcido HA em um meio di—

polar aprot ico pode ser escrita como:

. 5 ) BHGT - AaHAT )
ZHA + S == HE"Y + AHA Ko {HA) = = Ks.Kapa—

{ayn? 2

onde K, ¢ a constante de dissociagio do dcido. A tabela [1.4 re-—

laciona as constantes de homoconjiugag®o g de dissociaglo de al-—

ig



guns acidos em solventes protofdbico e protofil icoD,

Tabela II1.6. Constantes de homoconjugasXo e de dissocizgle de

Cdcidos em acetonitrila = DMSD4SD,

acetonitrila DMsR
Acido FHA jul N LANT.Y pK 4
acetico {4,700 22.3 30 12: 6
benzdico 4., 000 20,7 &0 14,1
sal icilico 2.000 14,7 B by B

A guarta e dltima classe de solventes = dos aprdticos apola—
res. comumente chamados de inertes. Nesta classe sst3p incluidos
0 hEnzeno. toiuerﬁo, n~hexanog, tetracloreto de carbono, etc.. Elos
tém bhaina constante dielétrica (normalmente menor que 10) e n3o
exiercen nenhum papel em reagfes de neutral irag3o. 0O 4cido e/;mu a
base mantém a sua forga intrinseca e os limites de acider/basici-
dade n3Ho =30 definidos como nos solventes anf ipraticos. Os ‘;:zr"i—
meiros estudos de equilibrio nesse tipo de solvente foram fmitos
por LaMer & Downes%® e, posteriormente, amplamente discutidos por
Davisd7, £ reagio entre Lum acido HA e uma base B se processa sen

a participasdc do soclvente e pode ser esscrita como:

SRHA

HA + B === BHA Kass

onde Figs & a constante de associago ou constante de formaso do
sal. A natureza do "sal” formado depende das forgas do dcido e/ou

da base. podendo formar apenas um complexo atraveés de nonte de

hidrogémim (B-+=HA) ou um par iGnico (BHY-+=A"), Na tahela I1.7
i9



est 3o relacionads as constantes de associag3o dcido-base em &l —

uns solventes inertes?’,

Tabela II.7. Constantes de assoriaglo em solventes inertes®?,

acido base selvente temp. (O0) log Haee
benzdico DPE* benzeno 25 5226
aceético DRG benzeno 25 4. 45
fenol Py benzeng 25 124
fenol Fy n—heptano 25 1:%0
fenol - Py CClgy 20 1,77
fenol Fy £Cla 27 1.67
fenol anilina CClg 27 Oy 60

O tratamento de equilibrio em meic n3o AQUOBSy Ccomz Dode sor
notados, n3o @ tdo simples como em dgua e, portanto. muitos cuida—
dos devem =ser tomados. Apressntou-ze neste topico apenas o swufi-—
ciente para gue se fosse alertado guanto a esses cuidados.  Um
tratamento mais profundo sobre esses eguil ibrios e como eles in—
fluenciam as formas das curvas de titulagdes fogem do  interesse
principal desta tese. mas podem ser encontrados facilmente na 1i-
teratura4B8—502,

Um  tratamento andlogo ao aqui dado para os Acidos oode ser

desenvolvido para as bases & por iszso nNo foi apresentado neste

tépico.

IT1.4. Escolha do solvente ¢ do titulante

A titulagdo em solventes organicos aplica-se aos problemas

que n#o podem ser resolvidos em dgua. Compostos insoldveis e aci-
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dos ou bases suito fracos em agua paéem ser facilmente titulados
em meio NnHO agquoso se o solvente for escolhido corretamente.

Fara ser  usado em titulagio, um solvente deve solubilizar
tanto a amostra como o produtno da reag3o (s o produto for inso~
lavel, dewve ser cristalino), n¥3o deve reagir lateralmente com a
amostra e/ou titulante, deve possibilitar a detecelo do panto fi-
nal da tituwlagdo & deve ser facilmentes puwrificado. A pureza dﬁs
solventes orginicos € um fator critico pois o mesmo solvente pode
ter diferentes impurezas dependendo do lote oo de fabricante. VAa-
rios métodos de purificaglo de solventes podem ser encontrados na
literatura®9:00, 52,53

Na titulagdo de uma amostra de um dcido muito fraco {pka> 10
2m  Aguasi feﬁaé3 por exemplo), com uma base forte em meio ACQUDSO,

além da reagio de neutral izaso:
HA + OH7 geee— A7 4 H=0

havera tambem uma reag3o competitiva da agua, um acido fraco, pe-—

lo titulanta:
HoO + OHT === 0OH™ + Hz0

e o ponto final da titulagdo serd de dificil deteceXo (por exem—
plo. n8o serd detectado potenciometricamente), Entretanto, se for
utilizado um solvente com basicidade maior que a da dgua, a forga
acida do fenol serd aumentada e sua titulaeMo possivel, Da mesma

tforma. esse Acido pode ser titulado em um solvente aprotico;



pois o dcido manterd a sua forga int?ingeca « Na verdade, fonol e
seus deriwvadeos s3o facilmente tituladms.em etilenodiamina (anfi-—
#rético protofilico), acetona, piridina. acetonitrila e dimetil-
formamida (aproticos) 20,54,

Anal ogamente: pode-se titular uma base gue seja muito fraca
em agua {amilina. por exemplo) utilizando um solvente anfiprdtico
praotoggnico ou um solvente aprédtico. &nilina péde ser titulada em
auido avetico glacial (onde sua basicidade € acentuada). benzenos
clorofdrmic, acetonitrila (onde mantam 5u§ forga intrinseca) oo,

?;r outro lado, se for desejado determinar a guantidade de
dcido cloridrico 2 Acido perclérico presentes em uma amostra. %0
=@ pode faz£-lo em Agua. MNeste solvente, ambos oS Acidos s3o for-
tes pois a agua € uma base suficientemente forte 2 & capaz de ni-
velar a8 forga desses dcidos. Entretanto. o acido percldrico e
mais forte gue o cloridrico em acido acdtico glacial, isto &, a
forga dos &cidos & diferenciada neste solvente., Esta difaregcia*
g0 tambeém ocorre am solventes aprdticos. pois os dcidos mantém
as suas forgas intrinsecas. Um exemplo tipico, mostrado na £ igura
IT.1, & a titulagio de vérios fcidos em metil—isobutil-cetona®d,

Como regra geral. tem—se que para a titulaeglo de dcidos fra-—
coss um sol vente com caracter isticas bésicas deve ser usado e pa-—
ra bases Tracas, um selvente com caracter isticas dcidas (respec—
tivamente, anfiprdticos protofilico 2 protog®nico segundo a clas-—
sificagde de Kolthoff - tabela I1.2). 0Os solventes apréticos tem
uso indiscr iminado pois mantém a forga intrinseca dos scidos e/ou
bases (diferenciazlio), podendo também ser usados em misturas com

os anfiprat icos. Entretanto, os aprdticos protofilicos favorscem

22



300 3

>
=
i
{alo
ac. acético
- {00 &
éc. salicitico
-300 -
-ma = 3 3 Rl
ac. cloridrico
=700

ac. perclérico
-500

«1100 L ) i I
0.4 0.8 12 15

Viitutonte » i
Figura [l.1. Titulag3o de uma mistura de dcidos em metil-isobutil
cetona, Titulante! bhidrévide de tetrabutilamSnio
0,2 mol.171 em isopropanol. Eletrodos de vidro e

platina (no titulante)> 6,

a titulag8oy de dcidos fracoss enguanto os aprdaticos protofdbicos
a titulagMo de bases fracas>l,

Embora possam ser tragadas certas regras para sscolha do
solvente, ©  mesmno nNHo ocorre para o titulante. A sscolha deste
g#std condicionada & forga {(por exemplo; dcido cloridrico n3o @
forte em Acido acético glacial): solubil idade B estabil idade do

acido ou base no solvente a ser witilizado. Fara a titulago de



bases freguentemente s3#o empregados os dcidos perclorico, clori-
drico owu prtoluenossulfdnico. Os titulantes bdsicos mais conuns
&80 hiderdy ido de metal alcalino {(normalmente hidréxido de potids—
sio} em &lcoois®, alcodridos™ de metal alcalino (potéssio) e hi-
dr—c:‘x*r.:idc: de tetraalquilamonio®™. A preparag®o desses titulantes en
diversos soalventes 2 x5 respectivas padronizasbes poden ser =12 b
contrados ma literatura2d:22,

Fara s@  obter resultados satisfatdrios nas titulages om
mEic nAo aguoso € também necessdrico gue seja escolhido adequada-—
mente o par selvente—titulante. MNeste sentido, Heiide / =]laborou
algumas tabelas gue podem ajudar nessa oscolhias pelo meEnos para

ose solventes g btitulantes mais usuais.

IT.Z. A determinag3c do ponto +inal

£ ponto final de uma titwlagdo em meio nHo aguoso pode ser
determinado pelos mesmos métodos util izados em meio aguosos tais
momo  visual., condutomé@irico, potenciométrico, espectrofotometri-
o, termomeétrico convencional e catalitico., sto..

0 wso de indicadores visuais fornece uma maneira pratica,
simples, barata e eficiente para se determinar o ponto final de
uma titulagzo. Entretantos. certos cuidados devem ser tomados uma

ver gque o mesmo indicador pode apresentar diferentes cores em

{*) metarnol . =stanocl, n-propanol,. iso-propancl, n-butanol, etec.
(%%} tetrametil, tetraetil = tetrabutil =20 os mais usuais.
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fungiio do solvente g da pureza daste.. A util idade do indicador em
um determinado solvente deve ser comprovada através da comparagio
da sua cor de viragem com a curva de titulaglo potenciomstrica.
Pade‘em ser utilizados: entre pubros,; azo viocleta, tenolftaleina,
azul de timel 2 timolftaleina na titulasio de acidos & vimleta'de
cristals aigr‘-anjadc de metila e vermelho de mstila na titulasglo
de bases. A escolha do indicador depende do composto a ser ti*'tu—-
lado e, principalmente, do solvents a ser utilirado. é‘)’éﬁaﬁgs
apresenta algumas tabelas gue podem ser lteis nessa escolha.
Obviamente certas complicagbes também aparecem guando se
pretende acompanhar o curso de ama tiﬁuxlaq&o atraveés dos métodos
fisico-quimicos anteriormente citados, Nos capitulos posteriores
sar A0 apra&sentac}cﬁs certos detalhes apenas das titulagdes poten—
ciomeétrica e termomgtrica catal ftica: uma vez que essas téchnicas

s3H0 objetos de interesse desta tese.



‘III. TITULAGAD TERMOMETRICA CATALITICA

& titulag¥o termomditrica catal itica {(TTD tev&. inicin =m
1965 com o= trabalho publicado por Vaughsan e Swithenhank=7. Embora
tenha sido  tratada como uma variaglio da titulagio  termomstrica
convenciomnal, a TTLC & agora classificada como um ramp das +itula-
gles catal iticas que, por sua vez. tém merecido especial atengo
a partir de 1980 nas revislies bienais sobre "DeterminacBes ciné-—
ticas e alguns aspectos cinéticos da gquimica anal ftica" publica-
das pa revista Analytical Chemistry®0—64,

As  titulaglies catsl iticas podem ser ewxpl icadsas com base nas

seauintes reaghesd5:66;

&#. reagdo determinatival

amnastra titulante produto da
{imibidor) {catal isador) FEATHo

. Feag3o indicatival

T
indicador produtos

Na reagXo determinativa o titulante reage estequiometrica-

mente com & amostras gue & um inibidor da reaglo indicativa. Apos
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a reagdo determinativa ter sido completada, o excesso de titulan-
te catalisa a reasdo indicativa, gue & utilizada para se determi—
nar o ponto final da bitulaglo. A figura I11.1 mostra uma Curva

tipica das titulagdes cataliticas.

propriedode
medida

V
p.f.
Vl itulgnte

Figura IIT.1. Curva tipica ideal de uma titulaglio catal {tica.

Como 52 pode notar a propriedade medida permanecs constante
{ou praticamente constante) ate o ponto final da titulasSo. V&
riando bruscamente a partir dests ponto.

As tituwlagles cataliticas podem ser aplicadas as volumetrias
de neuvtral izag¥oy complexagfos precipitagdo & oxi-reduslo o a de—
términaago do ponteo final pode ser feita visual, ¥otométrica, po
tenciomdtr 1ca, amperomébrica,. biamperométricas. condutométricas
tluorimétrica e termometricamente. S5aa1®S o Fantel e Weisz®d pu-—
blicaram bons arﬁigoa de - revis3o sobre as titulagles catal {ticas,
cobrindo aspectos tedricos o experimentais do método e apresen—

tando tambeém suas aplicagbes e !imitagbes,
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O primeiro trabalho socbre titula‘g’ém catal {itica foi publ icada
por Erdey e Buras em 196087, que utilizaram as reagles de lucige-
5ina/%%2£}2 ou luminol/Ho0s come indicativas do ponto final na de-—
terminaglco de EDTA com soluglo padr3o de CuZt, a detecgdo foi
feita visualmente devido a guimioluminescéncia do luminol na pre—-
senga de Tt & da lucigenina na auséncia de CuZ?, Esses autores
nio mencionaram o fato de terem wtilizade um novo métedo de de—
terminagi®o do ponto final de titulaso.

FPor outro lados Keily & Hume®® postraram que na titulaxio
termomeétrica de bases com dcide percldrico em dcide acstico ol a-
cial, a adig¥o de anidrido acético provocava um sidbito aumento de
temperatura no ponto final da titulag®o. Mesmo coneluindo que ss—
te aumento .de temperatura era devido & reagdo exotérmica do anmi-
drrido com a 4dgua, catalisada pelo excesso de acido percldricea, os
autores tambeém n3o suploraram este efeito ra determinagdo do pon-
to final.

Dessa forma, € considerado como pioneiro em TTC o trabalho
publ icado por Vaughan e S8withenbank™7, que utilizaram a acetona
como solvente e "indicador entalpimeétrico” na titulaglo de Acidos
com hidrduido de potissio em iso-propanol.

Algumas condigles s¥o necessdrias para gue uma reagdo cata-
litica (indicador) possa ser utilirzada na determinagdo do ponto
final de uma titulagiHo: a reago indicativa deve ser muito lenta
na auséncia do catalisador (titulante) & muito rédpida na sua pre-
sengasj ter um tempo de induglo bastante pequeno: a atividade ca-
talitica do titulante deve ser inibida devido A reaclo determina-—

tival a reaedo indicativa deve protessar—se nas mesmnas cond ighes

28



da reaf;g’o determinativai; o indicador n&tcz deve reagir com a amos-—-
tra, devernido ser soldvel (miscivel) no titulado e a reasdo indi-
cativa dever nossibilitar a determinasio do p.Dﬁtf,) firal da titula-
gAo. |

Na TEC a reago indicativa € exotérmica, possibilitando o
acompanhansnto  da titulagcdo através do monitoramento da tempera-
tura =2 & urva obtidae, femperatura versus volume de titulants, &
mcaatraf:!a na= figura II1.1. Esta reaglo indicativa diferencia a ti-—
tulagdn catalitica da termomgirics convencional, pois  enguanto
nestia & meddida a variagdo de temperatura do sistema devido 3 rea—
r,:é{mr' entre titulado 2 titulante {(sendo ds ordem de alquns décimos
de graus Cerlsius: no mdximols na TTD esta var iaslo de temperatura
& desprez iwvel guando comparada com a var iagdo provocada pela rea-
£%o indicat iva do ponto final (podendo chegar a 30°9C). Outro pon-
to diferenc iador dos métodos & gue, a0 contrédrio do gue ocorre na
titulagao convencional, a variag3o de temperatura na catalitica
independes da quantidade de amostra titulada, sendo Ffungdo da
gquant idade do indicador termométrico util irado®¥,

em ambos os métodos & utilizada basicamesnte a mesma apare—
lhagem. Um frasco Dewar & usado como recipiente para a titulagio
g uoum termistor € usado como sensor de temperatura. A adiglo do
titulante & feita continuamente atraveés de uma bursta de  vaz3o
constante e a curva de titulagio £ obtida através do conjunto
termicstor—ponte de Wheatstone—registrador. £ desejdvel que o ti-
tulado seja idealmente agitadeo de forma a evitar um excesso loca-
lirado de t itulante. A finura 171.2 mostra a aparelnagen utiliza—

da nas titulagles termomdétricas.
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termistor

»T
{

-,
0 O

registrador

g o

bureta de vezaoc |
constante

agitador
magnético

Figura IT1I.2. Eszguema da aparelhagem utilizada nas titulagles

termomdtr icas catalitica & convencional

Como na termométrica convencional a variagio de temperatura
durante a titulag3o & muito pegquena & necessarin que o frasco De—
war seja prateado de forma a garantir a adiabaticidade do siste—
ma, gue o titulante 2 o titulado esteiam na mesma temperatura e
gue o calor de mistura entre o solvente da amostra e o =0l vente
do titulante seja desprezivel (o que praticamente significe gue o
solvente deve ser o mesmo para o titulante e o titulade)., Entre-—
tanto, na TTC (na qual a variag¥o de temperatura no panto  final
da titulagHo € grande), pode ser utilizado um frasco Dewar nio
prateado e se ndo houver necessidade de uma precis®o muito alta,
o Dewar pode ser substituido por um béguer cmmum70; pode haver.
uma pequena difersnga de temperatwra entre titulante & titulado
sem comprometer a cuwrva de titulas¥o e n¥o hd necessidade de ser

empregado © @sesmo solvente para amostra e titulante.



Outras vantagens podem ser conseguidas devido a grande va-—
riagdo de temperatura no ponto final da TTC. For exemplos, a titu—
lagd3s catalitica pode ser feita manualmente’/1:72 & conijunto
termistor—ponte de Wheatstone-registrador ﬁmde ser  substituido
por um indicador termocrdmico iﬁorgﬁniﬁm73 ou orginica’%, possi-
bilitando a determinagio visual do ponto final da TTLC.

A TTC tem sido quase que exclusivamente wutil izada para acom—
panhar a» fLituwlaglbes de neutralizagdo;,; sz gquais s%o efetuadas em
mele N0 agquoso ou parcialmente agquoso.

Ma determinaglo de bases s3o geralmente utilizados os  so-—
guintes indicadorss, cujas reagles sHo catal isadas por  dcidos

(normalmente dcido percldrico em acido aceético glaciallr:
a, anidrido acético = égua?S;
(CHzCO) 20 + Ho0O s 2 CHzCOOH
b. anidrido acético e Alcoois ou fendis’/®:77;
(CHzC0) 20 + ROH s=—= CHzCOOR + CH=CODOH

c. o -—metil —estireno’l, éteres ciclicos e acetais’B polimeriza-

eXo catidnica.

Na determinagdno de Acidos s8o geralmente utilirados os se-—
guintes indicadores. culias reagles s3o catalisadas por  bases

(normalmente hidrddidos de am@inio guaternderio,. alcodxidos de po-—
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tassio ou bidronido de potdssio alcodlico):

& acetona=7s7%7: condensag 8o aldol ica.

0 ¢ . oH
2 CHzCCHz wss=== CHxCCHoC (CHz) o

b. aldeidos iacetaldeidusc’, formaldeido e outrosBl): condensag o

alddlica-

c. cetonas ciclicas {gicle-butanona, ciclo-pentanocnas ciclo hexa—

i3 1mint- ciclmmheptanmnaaﬁ): condensagiio alddl ica,
d. acrilonitrila’<:83; polimerizagdo e cianosetilagiio.

Ma TTLC a forma da curva de titulag3o e o resultado obtidos
dependem de fatores como indicador utilizado (e gquantidade) » sol-
vente da amostra & titulante. For exemplo, na titulag¥o de Acido
sal icil ico com hidroxido de ftetrabutilaménio 0,1 mol.l1" ! (em to-
lueno—-metarncl } . a utilizagdo de 2,0 ml de acrilonitrila e 2,0 ml
de DMS0D como solvente da amostra possibil ita a determinag®o de
apenas um grupo enguanto que o esprego de 4.0 ml de acrileonitrila
& 0.5 ml de DMS50 possibilita a titulas3o dos grupos fendlico e
carboxil ico do referido &cidoB%. Da mesma formas na detsrminaslo
de acidez emn asfalto (piridina como solvente) com hidréxide de
potdssio O 1 mol.171 (enm piridina-iseo-propannl 1:1):; com o empre—
oo de acrilonitrila como indicador termométrico foi encontrado um

e

indice de acider de 2,2% mg KOH/g am., enquanto que com acetona
PR .
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foi obtidoe wum valor de 10513 mg KOM/g am.3 a utilizag3o de hidro—
xido de potiassio 6,1 mel.l171l em iso—propanol como titulanté for -
necew um Iindice de acgider de 7,67 e 9,03 mg.KQHfg Am. Ccom o en-
prego de acrilonitrila e acetona como indicadores, respectivamsn-—
8=,

Portanto, ¢ importante a escolha do indicador e do solwvente
para a obteng3o de resultados coerentes atraveés da local izagBo
correta do ponto final da titulagl®o. Essa smscolha tem Eido feita
de maneira empirica e muitas informaseles podem ser encontradas a
respeito da utilizagi¥o do par solvente/indicador. Uma forma  ra-
cional de =e gvitar o ftrabalho experi&emtal & o desenvolvimento
tedrico das titulagles catal {ticas. Embora MottolaB6, em 1949,
tenha desocerito simpl ificadamente a teoris das. titulasbes catal i-
ticas e Goizman®7, em 1971, terha derivado equaglies para as cuar-
vas de TTC, somente a partir de 1984 & que apareceram algumas
contribuniees mals criteriosas a teoria das titulagfPes cataliti-
cas, envolwvendo as volumetrias de complexasanBB, precipitagdo,
oxi-redusoB? e neutral izagXo70,71,

Na derivagio das expresstes matemdticas que descrevem as
curvas de titulaghes fol assumido gue a reagdo determinativa &
extremanente rdpida, ndo sendo necessidrio considerd—-la nos cdlcu—
los, Entretanto, como foi mostrado anterimrmente, essa suposigio
nioc & correta no caso da TTO dcido-base, isto &:. a reag3o de neu—
tral izag3o em meic NIO aquosoe nHo pode ser considerada instant&—
nea quando comparada & reag®o  indicativa da titulaglo catal {ti-
Ca. Como & cinética das reaglies determinativa & indicativa das

titulaglies catal fticas varia com o solvente, cuja composigHo pode
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ser infinitamente variada, muitos esforgos ainda dever3o ser fei~

tos no sentido de se obter uma teoria consistente para a TTC,
Dessa forma, a aplicag®o da TTO na determinas¥o de Sc idos =

bases esté limitada pela sscolha correta do par solvente-indica—

dor termomeétrico {e titulante) gue ainda hojie &, infelizmente,

Ffeita de maneira smpirica.
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IV. TITULAZAC POTENCIOMETRICA

A potenciomeiria € a térnica mais utilﬁzada na determinaglo
do ponto final das titulagbes em meio n3o aquoso. A titulagXo po-
{eﬁciométrica & compardavel a TTC guanto ao custo e simplicidade,
com a vantagem de possibilitar a diferenciag3o de uma mistura de
dcidos ou bases, determinando suas forgas relativas.

Cgmm & grande aplicag¥o da titulagdo em meio n¥o aguoso estad
na volumetr ia de neutralizago ,» o eletrodo de vidro € o eletrodo
indicador mais utilizado, respondendo de forma satisfatdria enm
praticamente todos os solventes orgdnicos.

0 elstrodo de vidro & muitas vezes enpregado em meic nl3o
aguoso somente apds o seu condicionamento no solvente de interes—
s@, Acreditava-se gque uma vezr feito o condicionamento. o eletrodo
deveria ser utilizado apenas nesse solvente e que o seu contato
com dgua deveriad ser evitadoT2, gssa pratica provocava a desidra-—
tag¥o da membrana do eletrodo, tornando lenta a sua resposta. En-
tretanto. a imersio do eletrodo em égua po alguns minutos  rei-
drata a sua membrana, devolvendo-lhe suas propr iedades ini-
ciais?3, Mesmo em meio n¥o aquoso o potencial do eletrodo de vi-
dro ¢ determinado pela sua camada de mel hidratada®3, ndo sendo,
portantos aconselhdvel acondiciond—lo am solventes orgaEnicos por
longos per fodoss exceto quando o solvente seja Ffortemente po—
lar74,

Alguns estudos foram efetuados sobre a resposta do eletrodo

de vidro em solventes organicos e podem ser assim resumidos?o:

i—f J
i



a. o eletrodo deve ser mantide em ééua antes do seu uso e lavadno
com agua, seco com papel apropriado. lavado com o solvents puro e
imaram na =elugdo a ser titulada. A& estabilirzasdo demora de 2 a
20 minutmgg sendo gue o tempo aumenta com a diminuiclo da cons-
tante dieletrica e com o aumento do carater aprédtico do solvente.
Entre as determinagiies de diferentes amostras, o eletrodo  deve
ser lavado com o solvente puro e a medids gque as  amosiras s3Ho
anal isadas, o potencial estabiliza maié rapidamente. Apds o usng
o eletrode deve ser lavado com dgua ateé que indigue o pH correto
de duas solugles tampHNo aguaosas.

b. a mudangas de resposta do eletrode devido ao uso prolongado em
sl vente Srginico @ resultado da desidrataso de sua membrana,
que ocorye mais rapidamente em meios aproticos e mais lentamente
egm meios polares. As caracteri{sticas iniciais do eletrodo . slo
reocbtidas atraveés de sua inmers3o em dqua.

C. um eletrodo velho pode ser reativado atraves da *limpmza” de
sua superficie com solugdo agquosa de acido fluoridrico a 2 %2 a
reidratagio  com  sclugldo aguosa diluida de A&cido cloridrico por

uma hora.

d. melhores resultados s3c obtidos quando se titula scido com so-—
lugdo padro de base.

Um aspecto até certo ponto contraditdrio deve ser comentado
com respeito ao uso do eletrodeo. Se, como foi colocado anterior-—
mente. o tempo de estabil irag3o do potencial do eletrodo diminui
a medida que o uso no solvente aumentas fica clara a necessidade
de se condicionar o sletrodo de vidros mesmo que sela por um pe-

riodo curto. Neste sentido, diferentes resultados foram chtidos
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{(var iagXo de potencial no ponto %inél da titulagiHe) por Greenﬁaw
e Al-Mudarris® devido a variag3o no tempo de condicionamento do
eletrodo.

Ruando & desejada apenas a determinagfo do ponto final da
titulagdos ns eletrodos metdl icos podem ser usados com vantagéns
g2m rel o apkde vidro. Por exenplo. um eletrodo metsl ico n3o ne-—
cessita de condicionamento antes do uso e a sua superficie, & me—
dida que perde a sensibilidade; pode ser facilmente limpa mecéani-
ca ou quimicamente. Esse eletrodo ¢ recoberto por uma fina camada
de seu proprio dridos, responsdvel pela resposta as var iagdes de
pH97, Fodem =er utilirados, entre Quﬁrmsg eletrodos de antimd-
nio’8, plat ina??, ouro?, niobinl00, aluminin?6,101, &l io, arse-
nio, bismuto. chumbo, indio & t4l1io75,

Com relagdo aos eletrodos de referéncia, os mais util izados
s¥3o 0s de calomelano e prata-cloreto de prata.

0 eletrodo de calomelano, preenchido com solusdo anuosa  de
clorete de potdssio, tem sido utilizado com bastante frequencia.
Entretanto:. o potencial de jung3o do sletrodo com o me it organico
pade ser muito alto e. neste sentido; algumas alterasdes sXo nor-—
malmente propostas. A mais comum & a substituiso da solugio de
cloreto de potdssio aguosa por uma saturada em metanonl?®, embora
aﬁtraﬁ mod ificaglies sejam feitas. For exemplo: Harlow e BrusslO2
wutilizaram uma solugfo 1,0 mel.l1"! de cloreto de tetrabutilamonio
nas  titulagles em benzeno e tolueno, enquanto que Fisicaro e
Braibantil®3d tilizaram uma solugdo de cloreto de potdssio 0,1
mol.17l em metancl-dgua (?:11) nas titulaedNes no mesmo meio.

Da mesma formas o eletrodo de prata-cloreto de prata tem si-
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do modificado através da substituieXo da solugio agquosa de clore—
to de potassio por uma saturada de cloreto de litio ou potdassio
em um solvente anidro (usualmente Acido acdlbtico ou Alecopl)liod)

Outros  eletrodos podem ser- utilizados como referdSncia. Um
fio metdl ico (Ft, Sb, Ni-Cr) imerso no titulante pode sor usado
como eletrodo de referéncia, sendo gue o contato elétrice & fei-
toe atraveés da imers3o da ponta da bureta na solugfo tituladalos,
0 eletrodo de vidro em etilencdiamina e na presenga de fons Nat
ndo responde 4s variasgles de pH, funcionando como eletrodo de re—
ferencia em conjunto com um eletrodo indicador de platinali®d oy
antim&mim107.

Aissim como. a forma da curva de titulagdo sm meio n3do aquoso
depende do solvente e titulante, a variag3o de potencial depende
também do par de eletrodos util izados. Pellerin e Demay 108 inves—
tigaram © comportamento de dez pares de sletrodo nas titul agbes
de biftalato de potdssio com acido percldrico 0,10 mol.lfi 2m
arido acetico alacial e de d4cido benzdico em dimetilformamida com
metdx ide de sddio 0,10 mol.17) em benzeno-metanol. A tabela IV.1
resume os resultados deste trabalho,

Algumas anomal ias podem ocorrer durante o curso de uma titu-
lagdo em meio n3o aguoso, principalmente em solvenies aprot icos.
For exemplos a curva de titulag¥o pode apresentar um salto de po-
tencial adicional na metade da neutral izagloi pode ser assimébteri—
ca em relag®o ao ponto de meia neutraliragXoi pode ser irreprodu-
tivel e apresentar peguenos salteos ou quedas de pobtencial a 25,

=

50 e 73 W do ponto final da titul agHo.



Tabela IV.1. Estudo do par de eletrodosiOB,

K il Al Al el i U S S S LA e T ) i S Y AT L U, A b i L. S A ST L Al et A e e S 5, . T TS S Al Al o S S s S5 S e Y S A Wik SR bt e A e .

par de elebtrodos 00 @ e ———————
CaHg (C00) oHK » HC10,4 LeH=0C00H x MeONa

Ft s Pt polarizadal(l? 12.500 6. 500

Pt » Pt polarizadal(2) 4,900 2. 100

Bt w PECOES &. 750 4. 750

Pt polar » Pt polar {3 b GO0 3.500

Ft » calomelanc 4. 50 5. 000

Ft % calomelano 3. 750 4. 250

vidro » calomelanoc{4) S.600 750

vidro ¥ calomslano 5.150(5) 700 {4)

Ag ® vidro Z. S0 T 1.250

vidro w Ag/Agll comb F.250 300

{1} Pt polarirado no tituladod (2)Pt polarizado no titulante: ()

um  dos 2letrodos '@ colocado no titulante; (4) KC1 aguoso satura-

doi: (3} i€l saturado em dcido acéticoi (&) KOl saturado em mota-—

nol.

a1 {;gura IV.1.A mostra curvas de titulag3o onde ocorrem sal-
to adicional de potencial (A.1 & A.2) e assimetria (8.3 & A.4).
De acordo com van der Heijdel0? essas irrequl ar idades s3o dewvido
a4 associagdo dcido-&nion & dimerizag¥o do Acido. & assoc iagdo
dcido-&nion pode ser entendida como homoconjugagsXo, gue & também
responsdvel pelos saltos de potencial que ocorrem nas titul agBes
mostradas na figura IV.1.B}10, pode ser notado que o acido f&rmi-
co (B, 1) e o fenol (B.2) sofrem homoconjugQaz3o (o que altera a
curva de titulagio). enquanto gque o Z.6é6~diterbutil~4—-metil—Ffenol
(B.3) nXo sofre homoconjugasXo devido ao impedim@nto estérico e,
portarntos, apresenta uma curva de titulaglo "normal”.

41 irreprodutibil idade das curvas de titulaghes e as subitas
varisglies de potencial no decorvrer das mesmas ocorrem em raz®o da
adsorgd3oc da amoétra & superficie do eletrodo, sendo que aloguns

exemplos podem ser encontrados no trabalho de van der Heijde 109,
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Figura IV.1. Curvas de titulaghes potenciomstricas irregulares.

A.

(1) titulagdo de dcido acdtico em acetona

(2) titulagdo de fenol em piridina.

(Z)y titulagdo de dcido areético em acetonitril a.

{(4) titulagdo de dcido acetico em clorshenzeno.
titulante! hidrdxido de metiltributilaménio em piridina.
eletrodos: vidro ¥ calomelano

(1) titulagdo de dcido foarmico.

{2) titul agdo de fenol.

{3 titulagdo de Zyé~diterbutil-4-metil—fennl.

titulante: hidrérido de tetrabutilamenio em iso—propanal .
elegtrodos! vidro x calomelanpllQ
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Como pode ser visto, as titulashbes em meio nio agqunso N3
s30  tHo simples como as  efetuadas enm AgUa, uma vez gque varios
parametros definem & forma da curva de titulas3o. Um exemplo gue
sintetiza essas "complicagles” pode ser representado pela traba~—
lho publicado por Yakubik e colaboradores!li, utilizando um par
de eletrodos vidro % prata e coambinando apropr iadamentea solvente
e titulantes os autores obtiveram uma cwrva de titulasSo seme—
lhante & curva de 12 derivada. A figura IV.2 mostra o resultado
obtido na titulagic de dcido benzdiceo em piridina com a combina-—

480  apropr iada dos eletrodos. Fela forma da curva de titulasgdo

Z -wof- asol- 350k (’
28] 300
-i50}- 400}~
250
ero0k 350}
200 200}
-250 i i ] 200 h\t)i i 150 { t i
50 Y 50 00 150 50 160 150

° neutralizacdo

Figura IV.2. TitulagMo potenciomstrica de écida benzdico em piri-
dinalll (titulante: metoxido de sédie 0,10 mol.1-1
em benzeno—-metanol). |
eletrodos: 1. vidro x calomelano.

2. prata ¢ calomelano.

%, vidro x prata.
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{(cwrva 33 nota-se que o sletrodo de vidro funciona como eletrodo
indicador ate# o ponto final, a partir do qual atua como referén—
cia.

FPortanto. em vista do euposto. & necessérioc que a apl icagio
de métodos potenciomgtricos na determinasXo do ponto final das
titul agles em maio nido aquoso seja feita com cuidado, de %Qrma a
garant ir 2 obtenglo de bons resultados=. confisdveis tanto am nre-—

cislg guanto em exatidifo.



V. 0 SSISTEMA DMSO-ABUA

Ao lado de suas importantes proprisdades farmacoiégica515, o
DM50  tem sido bastante utilizado nas véarias dreas da gquimica, em
virtude da sua grande capacidade de zelvatar tanto compostos or—
gdEnicos coma inorganicos.,

0 DMBO & um liguido incolor, inodoro e altamente higroscépi-
ccl%z. E classificado como um solvente dipolar aprdtigg313 D oS-
suindo, a 25 YO, uma constante dielétri:arda A4bH: 7y um momento di-
polar de 3.9 DY e uma densidade de 1,094 g.ocm™S 113, £ relativa—
mente viscoso (2,473 cP®F, 3 20 O0) = possuil um coeficiente de
expansdo térmica baixo (8,8x107% oo on—1) 112,

0 Ffato do DMEOD ser liguido numa grande faixa de temperatura
{p.f.= 18:6é6 PC; p.e.= 189.0 “C), ser muito polar e ser capaz de
aceitar pontes de hidroggnic & que lhe confere um ogrande poder de
solvataganlll, A associsgdo do préton ao DMSO &8 feita somente
atraveés do stome de oxigenio, embora o enxofre também possua  um
par de elétrons livre. Isto & suplicado pela teoria desenvelvida
por Pearson: seqgundD a gusl o proton, um dcido duro,. se liga +for-
temente a0 oxig®nioc, uma base dura, 2 n¥o ao enxofre. uma base
molell?2, ns pares da_eiétw&na livres d¥o ac DME0O um cardter bisi-
co semelhante au.da dguas mas com uma acider muito menorlléd,

Folthoff e Reddyll? determinaram a constante de avtoprohdli-

se do DMS0, encontrando um valor de Sxio—18, Entretanto. sabe—ssa

# 1 Debvye = %,34x107 20 a.s.m.
¥% 1 cP = 1x1073 fous~1l.a~ 1,



hoie gue gssa constante € da ordem de 1@”33, sendo reporitados
rna literatura valores de pKgy iguais a 33,3115;  3z-zslibé g
31,3117,

0 DMS). sendo um soclvente dipplar aprdtico protofilico; sol-
vata fortemente os cations e %r%cameﬂte o5 Znions. Esta caracte-
ristica traz varias conseguéncias no sguil ibrin éciﬂmwbése em
DMSO. Normalmente os adcidos carborilicos s3o mais fracos do  gue
em dqua. 2m virtude da pouca habilidade do DMBO om solwvatar o {on
carborilatsilZ: 118, Excess3io &€ feita aos a&nions grandes gus s3o
solvatados 2, como tal,; o dcido picrico apresenta um pkEa igual a
-1:% em DMS0O e igual a 0.7 em égualiz. Também sio fortes os &ci-
dos cloridrico, percldrico @ sulfdrico {(Ky):. gue se apressntam
totalmente dissociados em DMSD114, Embora a forga dos a&cidos car-
boxilicos seia diminuida em DMS0, a titulaz3o de 4dcidos muito
fracaos € tavorecida neste solvente devido as suas caracter isticas
levemente basicas th,

0 trabalho com DMB0 passa necessariamente por uma stapa de
purificagdo do solvente., Yérios meétodos s&#o propostos no intuito
de =e retirar impurezas Acidas e basicas do DMEI13:119, N en-
tantos, & &gua € a3 principal impuwera existente no DMED devido as
suas propr iedades higroscdpicas {(a 10 90 contém 10% p/p de
égmaliz) 2 o tratamente do solvente com peneira 34 ouw 48 & efi-
ciente, possibilitando a cobtengldic do DMBSD com teor de dgua da or-—
dem de 0,03%120,

0 DMB5O tem sido utilizado como solvente tanto em titul agles
potenciomeétricas para as determinagles de dcido ciantrico 2 mela—-

ninalzi; amftnio e f{ons amdnio Subﬁtituidﬂ§122; scido fulviceiZ23d g
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outrosi24: 125, comp nas titulagles termométricas catal iticas para
as determinagfes de dcidos carboxilicos e Ffendis®? e resi-
nas126:,127 Entretanto, dois inconvenientes existem ao se traba-—
lhar com DMBO anidro. O primeiro estad relacionado com o fato do
pMso Eer.-Fmrtememte higroscdpico. como dito anter iormente. 0O éen
gundo envglyé as titulagles potenciométricas & sstd relacionado
com os eletrodos wtilizados., A resposta do eletrodo de vidro se
torna extremamente lenta em pH superior a 1331, podendo Eér irre—
produt ivel guandno ¢ utilizado um eletrodo de calomelano como re-
ferencialZ®8 & como o cloreto de prata £ bastante 501ﬁvel. em
prenilis, o eletrodo de Ag/Aagll & muit§ diticil de ser empregado
no socivente purmlzq.

Dessa forma, misturas DMBO-dgua tem sido hastante ubiliza-—
das. Eriste uma forte interaci3o entre os dois soliventes, sendo
gque wuma molécula de DMSD se associa preferencialmente a duas mo-—
léculas de Agua atraves de interagles éipalm~dipn10112. Mo entan-
to: a mistura aproximadamente eguimolar (80Y p/p em DMB0) tem si-
do Ffrequentements empregada em titulagdes, Esta mistura € conve-—
niente porgque @ pouco hiogroscdpica, dissolve muitas substi3ncias
orgdnicas & 2 lnorginicas.: possuil uma constante disldétrica (72)
praxima & da agua (78:3) com propriedades acido-base bastants di-
%éremtengo e o eletrodo de vidro responde rapidamente nesta mis—
tura, podendo ser utilizados eletrodos de calamelanclsl ou
Ag/égtliz? como refergncia.

0 sistema 804 DMEO - 20¥% dgua (p/p) tem sido empregado nas
determinagfes da constante de dissociagdo de vdrios acidos e in-—

-
dicadoreslS? e da acidez de varias drogas pouco soluveis em
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égua131. Budevsky 2 colaboradores definiram uma escala de pH para
esta mistural29, determinaram os valores de pK de Acidos carboxi-
licos alifaticos!?? & aromaticosli3? & de aiguns indicadoresi33,
Varias investigasles tambeém tBm sido sfetuadas em misturas menos
ricas em DMSO. Longhi e rolaboradoresi3d determinaram a constante
de dissooiag®o da dgua em misturas com ateé 60 % de EMSQV {p/pls
variando & temperatura de 19 ate 70 OL. Das e Kundul?® afetuaram
] mesma determinagdn a 25°9C, computando tambeém valores de energia
livre de transferencia de hidrodila para a mistura. Taylgrisé tde—
terminow o oM de tamplbes em misturas 20 = 20X DMEG-Aqua (p/p? a
vér;as temperaturas g2 Vega e Hallel37 determinaram o pH de tam-
nies biologicos em misturas com até 954 (v/v) de DMBO. GalvEo e
StradicttolS® determinaram fatores de correg®o para o sletrodo de
vigro em mistwa de dgua com atd F0% (v/v) de DMB(.

Com relagln & TTC, Greenhow e Shafi®® titularam varios aci-
dos fracos em DMSO-dguai; Godinho e Greenhowl3? investigaram a in—
teragdo entre gsses dois solventes determinando gque a  proaporgio
molar 2DMSO @ 1H-0 & a mais indicada para ser utilizada neste mé-
todo . baseado neste fato., Queiroz/4 determinou o nﬁmero de grua-—
pos Acideos titulaveis em tripsina e micglobina.

Da mesma formas, a mistura proposta por GBodinho e Greenhowls?
serda util izada como solvente neste trabalhos tanto nas TTC como

nas titnlasfies potenciométricas.
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Vi. EXFPERIMENTAL

Vi.1l. Titulaghes Fotenciométrica e Termométrica Cetalitica

Yi.1.1. Reagentes

- peneira molecular 3681 Merck.

- peneira molecular 44:; Carlo Erba.

- iso-propancli Merck.

— acrilonitrila (AMN): Aldrich.

- D503 grrad espectroscdpico — Merck; F.RA, — Riedel.
- etanol absoluto; Merck.

—- Acidp cloridrico fumegante; Merck,.

-~ &cido benzdico F.A.3 Carlo Erba.

- hidrdxido de potdssio P.O.3 Carlo Erba.

- carbonato de sddio F.A.; Reagen.

~ brometo de tetrastilamfinio P.A.: Aldrich.

- monocloridrato de L-arginina (Arg) P.A.3 Fluka.

- lisorima da clara do ovo: Aldrich 85387-9, lote 121567.
- pvalbuminai Sioma A-S50%, lote B1F-B23S,

~ dgua dest iladai destilador de vidro Glissa.
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Vi.i.2. Aparelhagem

— propulsor de seringai Sage Instruments, modelo 351.
- registrador potenciométrico; ECB: modelo RE 101.
- ponte de Wheatstone: Leeds & Northrup Co.:. modelo 476&0.

- agiltader magneticoi Methrom, modelo E S49.

i

— ogH-metroi Micronal. modelo B 373,

- termistort ITT: modelo F 220 (K = 1,46 K ; & 25 90 .

- derivador (circuite para 1% derivadal.

- gletrodo de vidrod Beckman: uso gerals tipe 42.

- éietradm de calomelano saturado; Beckman, modelo 39170 AZ2U.
— slatrodo de Ag/Acll, dupla Jjungda:; Orion. moadelo 90-02-00.
- gletrodo de aluminio.

- +ip de niguel-—-cromo.

- seringa de vidro de 10 mli Yale.

- frasco Dewar de 20 ml. n¥o prateado.

— heéguer de 50 ml.

VI.1.3:, Tratamento dos Solventes

Oz solventes iso-propancl: AN e DMSO foram secos scbre

pe-

neira molecular A ou 4A ativada. A ativagdo da peneira foi feita

por aquecimentn a 200 9C por 4 horas: foi resfriada em dessecador

com vacuo & imediatamente util izada.

Na secagem dos solventes foram colocados nos proaprios fras—

cos 100 a 1530 g de peneira ativada. Somente apds um pericdo mini-




mey dee 24 horas & gue s =olventes foram utilirzrados.,

VI.i.4., Freparag3po das smlugﬁés padr3o

A solugio padri3o de HO1 0,1000 M foi preparada ssgundo o
descrito ma 1literaturalfdo,

A solugio de KOH O, 1000 M emn iso-propanol foi preparada dis-
solvendo-ses: com agitagdo:, 3:3-3:4 g da base em S00 ml do solven-
te previamente seco. A solugdo foil deivada em repouse por 12 ho-
ras para completa precipitagico do carbonato de potdssioc. O scobhre—
nadante fo1 transferido para um frasco pléstico apropriado. 1ivre
e Cho. Apdes putras 12 horas a solug3o foi padronizada contra
dcido henzdico, utilizando etancl como solvents e fenolftaleina
comoe  indicador. Foi colocado stancl suficients para n3o haver
tormazdo de precipitado (benzoato de potidssio) durante a titula-—
@R, sendo descontada a titulagio do branco. 0 titulo da scolugio
preparada = armazenada comp descrito permanece inalterado por pe-—

1o menegs &0 dias.

VI1.1.5. Procedimento

VIi.1.%.1. Calibragidio da seringa

A seringa fol calibrada atraveés de pesagem do volume de &Agua

escoada duwrante 2.7 minutos. com a vaz3o neminal do propulsor
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ajustada para 0,40 ml.min" %,

da marca de 7,0 zte

Dessa forma.

cal ibrou—se a seringa

1,0 ml: em incrementos de 1,0 mli as medidas

foram felitas em guadruplicatas.

VI.1.5.2. Titulagbes

0 esguema da aparelhagem utilizada nas titul aghes termond—

tricas catal itices & semelhante ao mostrado na figura I111.2, sen—

do que a bureta de vaz¥do constante foi substituida por um propul-

sor  de ser inga. Este propul sor

tambem apresentado o esquema da

& mostrado na figura YIi.1l:. onds &

aparelhagem empregada nas titula-

ses potenc iométricas. Pode ser notado na figura que o fio de ni-

quel-cromo imerse no titulante

2 usado comz =2letrodo de referén-—

cia e o contato eletrico feito atraveés da imersHo da ponta do tu—

bo de polistileno no titul ado.

seringa

TS

detrodo de

e

1 o

propulsor de seringa

ref erénc‘za\ ‘
] l ¢ i : ;9::-\ Weie?rcdo

indicador

tubo de /

polietileno

7 !
béquer i %g

\

g O

agitador
magnético

potenciémetro

— | O
00

: !
L
L__4 h

circuito
derivador

registrador

Figura VI.1. Esquema da aparelhagem utilirada nas titulagdes po—

tenc iométr icas,

bty



Na TTL as amostras de Arg (10 mg) ou proteina (20 mg) foram
pesadas em balanga anal itica {anotando atd #0,01 mg), transferi-
das para o %rasce.ﬁewar 2 dissplvidas en 0,8 ml de agua. Apds &
dissolugd3o foram adicvionados 7.0 ml de DMSO é 4,0 ml de ANy nessa
ordem . A mistura obtida foi titulada com a solug8o padr3o de
.0 apds wm periodo de 20 minutos. Fol sfetuzada a titulaglo do
branco.

Na titulaglo potenciocmétrica foram real izados os seguintes

exper imentosi

a. e#scolha do par de eletrpdos: 10 mg de frg: pesados gm balanga

anal itica, HForam transteridos para um begquer de 50 ml & dissolvi-

dos =2m 0.2 ml de &gua e 7;0 ml de DMBO,. A mistura foi  titulada

com & solugdo padrio de KOH, utilizando-se os seguintes pares de
eletrodos.

- wvidro ¢ E..5.

— wvidro « dupla Jjung3o {eletrdlite interno = scolusgiHoc aguosa de
KC1 3.0 mol.171:  eletrdélito externo = solugHo de EbgNBr 0,10
mol.171 em DMSO 1 HoO, 7.0:10,8 ml)

~ wvidro ®x Mi-Cr (no titulante)

- aluminio = Ni—QCr (no titulante)

As titulaghes foram efetuadas 5 minutos apdes a colocas¥o dos
eletrodos nas soluglies 2 as curvas cldssicas foram registradas. O
eletrodo de vidro foi inicialmente condicionado por &0 horas na
mistura DMBO0O-H20 antes de iniciado o experimento 2 guardado nesta
splugio durante todo o trabalho. Entre as titulaghBes o eletrodo

fol lavado com dgua destilada e seco com papel.



b. delerminagio de grupos Acidos das proteinas e amincdcidos: fo-

ram titul ados 20 mg de lisozima ou ovalbumina como descrito no
ftem  a.. Os pares de eletrodos vidro ¥ Ni—Cr & 81 % Ni—-Or foram

utilizados & as curvas de 1% derivada registradas.

. determinagdo dos grupos totails das proteinas e amnincdcidos: as

titul aghes foram feitas como descrito anteriormente, exceto que
as amostras foram dissolvidas em 0,800 ml de solusdo aguosa de
HC1 041000 mol.17!, Foi utilizado o par dé eletrodos vidro ® Ni-

Cr e registradas &8s curvas de 1% derivada.

Foram efetuadas titulagdes do branco nos itens b e ¢ para se

descontar o volume gasto devide As impurezeaes do solvente.

YI.2. Construgdo do Eletrodo de Aluminio

VI.2.1. Material

- pipeta de Fastewr,
~'fim de niguel-cromo.
~ fio de cobre.

- rebite dé aluminio.
- mercdr io.

—~ plug bananmna (fémea) .

- anlda de estanho.



- resina cianoacrilica (cola "Super Bonder®).

Vi.2.2., Esguens e descrigi3o do slestrado

A figura VIL2 mostra o ssguema do eletrodoe
bite 2 o plug foram colados & pipeta com “"Super
ebes fio de Ni-Or/fio de cobre/plug feitas com

A parte superior do eletrodo foi selads com a

construide. O re—
Bondar® =2 as jun—
solda de estanho.

propria cola de

forma a s& svitar a perda de mercitrio por SVALOragdo.

iij“’\pxug banana (f&mea)

\fio de cobre

~ pipeta de Pasteur

@/___/ flo de Ni-Cr

C A4 mercdrio
z
X

rebite de aluminio

Figura VI.2. Esguema do eletrodo de aluminio.

4

=

"



YI.2.3. Bval iagdo do eletrodo

0 eletrodo fol avaliado através de titulagBes com dcido ban—
zoico (10 mg) como & descrita na "escolhsa do par de eletrodos®
{item V.1.5.2%. Foi utilizado um fio de niquel-cromo imerso DﬂD
titulante cqﬁo eletrodo de refergncia e registradas as  curvas
cléassica e de 1% derivada. 0 eletrodo foi polido com lixa d dgua

n? 500 antes de se iniciar a sé&rie de titulaghes.

VI.Z. Construgio do Derivador

3 derivador {(circuito para 12 derivada) foi construido bha-—-

seado no descrito por Wheals = Russel 141,

YI.%. 1. Material®

- placa univearsal para o circuito impresso {1).
-~ transformador para 110 V, saida 9u?: 1 & {1).
— regulador de voltagem 7805 (1)

- regulador de voltagem 79205 (1),

~ diodo ret ificador, 1 A, 150 V (4).

- capacitor eletrolitico, 1000 pF, 25 V (1),

(%) o numero antre pargénteses se refere A& guantidade de cada ma—
terial util izado.
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- gapacitor eletrolitico, 1000 uF, 40 ¥ (1),
- capacitor de cer@mica, 47 uF, 25 ¥ ().
- _c:a;:}ac:itckr 0.1 pFy &30 W (13,

-~ capacitor eletroliticeo 10 uF, 400 ¥V (1),
- soguete des 8 pinos para wire Lx;:; (4.

-~ gircuite integrado 741 {4},

- resistor 10 MR {(1).

- resistor I MO (5.

- resistor 100 KO (2).

- resistor 10 KO (1),

-~ resistor 4.7 K {1},

- resistor 2.7 EQ (2).

- potencidmetro 10 KQ (1),

- fusivel 0.2 A (1),

= chave H (1),

- plug banana fémes (5).

- porta fusivel (1),

VI.3. 2., Esqguema do aparelho

A figura V.2 mostra os circuitos eletr@nicos utilizados na
construgdo do deriva:ﬂc:s%' e para alimentagfo do mesmo. O circuito,
montado sobre a placas foi devidamente acondicionado em uwna caixa
de aluminico construida para tal finalidade. Os resistores de
10 K@, em virtude de diferengas de fabricasfo dos circuitos inte-

grados 741 podem ser alierados de forma a fornecerem um potencial



de +5 V & -3 V. No derivador construfido foi necessdria a troca de
um desses resistores por um de 4,7 KO na entrada de -5 V para gue

inzsn fosse possivel.

-!005 CIla
T44

@
APy
o+

+5v ~5y
. :
o =
- QE) =
1S 85
o 3 ag
R =
& A 2w
52 3T
a @
. -
1nov : 47 5v 5V
C= chave H
c 47
‘ Vi
D= dicdo - i
1.
. | |
F = fusivel l Qfﬁ}
T = transformador !—-‘
QG0

Figuwra VI.3. Circuito eletronico do derivador (valores dos re-—

sistores em Q e dos capacitores em MFY .
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VIi. RESULTADDS E DISCUSSAQ

ViI.1i. Calibragioc da seringa

A cal ibragHo da seringa @& necessaria n¥o somente para se oo
nhecer a sua vazdo real, mas também para verificar a homogensida-
de do seu embolo. A tabela VII.! mostra os resultados Vabtiﬁos
nesta cal ibragHo.

Tabela VII. 1. Massas de agua cobtidas na calibrag8c da seringas; a
20,0 PC; tempo de escoamento @ 2.5 mini vazr3o nomi-

nal do propulsor @ 040 ml.min~1,

Sser inga

7—6 0,99494 0, 9220 0,99574 0, 97391
b5 05 FF6B0 1, 01323 0, 99374 1: Q0SB0
54 1, 00409 1, 00399 0, 979474 1, 01713
47 G, 98949 O, 99737 0, 98948 0, 29244
i T 0, 98135 O, F9923é 0, 98331 O, 989473
2—1 G.,98797 0, 98255 0, FB986 0, FRB?4

A verificagdo da homogeneidade do @mbolo da seringa foi fei-
ta através de andlise dervariancasiﬁz {one-way analysis of va—
riancel .

Inicimalmente Ffoi aplicado o teste @ para cada conjunto de
replicatas, sendo que nenhbum dado foi rejeitado com um nivel de
0% de significancia. Em seguida a amdlise de variangas foi efe—
tuada, mostrando gue a seringa € homogénea com um nivel de 9% de

significd&nc ia, Ffornecendo uma vazdio média de 6,398 + 0,006 ml.
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min—1 guande o propulsor estiver ajustado para uma vaz3o nominal
de 0,40 ml.min~l,

‘ Durante a calibragio da seringa houve necessidade de sg to—
mar aliguotas de uma determinada serg¥o da mesma, como mostra  a
tabela VII.l. Entretanto:. durante as titulasfes ndo existiu essa

precoupas 0o, uma Ve: que a seringa € homogénea em toda a extsnslo

utilizada.

Vii.2. Titulaghes

VII.2. 1. TitulagHo Termometrica Catalitica

Na T7TC o ponto final da titulag®o & determinado. como dito
anter iormentey pelo rdpido aumento de temperatura que ocorre  no
sistema devido a uma reaglo exotgrmica catal isada por um pegueno
excesso de titulante.

huando  se utilira acrilonitrila como indicador termométrico
e KOH 2m isc-propancl como titulantse, o aumento de temperatura no

ponto final da titulagHo & consequéncia das reagles de pol ineri-

sagdo anidnica da acrilonitrila:

CHo=CHCN + B~ ———> BCHoGHEN

BCHREHON + n CHo=CHCN ———> B (CHoCHEON) CHAEHON

e cianoetilacXo do isco-propancli43:
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CHp=CHCN + B~ ———3 BCHoCHON
BCHCHCN + i-PropOH ———3 BCHoCHoCN + i~Frop0”

i~Frop0” + CHp=CHON —> i-PropO~CHoOHCON

onde B™ £ o catalisador. Na verdade, o aumento de temparaturé &
devido, priﬁtipaimente, a4 reagdo de cisnostilag¥o do iso-propa-
nol 144, umé.vez aque a adgua contida no solvente utilizado o o iso-—
propanol do titulante: sendo doadores de prdétons, impedemrm cres—
cimento do polimero de acrilonitrilaléds,

Fode—-se afirmar gue o catal isador B dessas reaghes 2 o f{on
iso—-propoy idoy, pois em uma solug3o dilﬁida de hidrédsido de potds-—

sio em iso—propanol. a reagdo:?
KTOH™ + i-FropOH === i-Prop0 kT + HoO

favorece a formagio desse ifonB3 146 Entretanto, o solvente uti-—
lirado contém dgua gque, por cutro lado: deve deslocar o ecuil i
brio no sentido dos fons hidroxila. Independente do catal isador
envolvido nas reagfies de indicagdo do ponto final; a boa defini-
gdo deste esta diretamente relacionada com & velocidade dessas
reaglies. Essa velocidade e portanto: o rapido aumento de temnpe—
ratura dependem da eficiéncia do catalisador. A dgua tem um =fei-
to adverso na velocidade da reaglo, uma vez que solvata os ians
hidroxila (ou iso-propdxide)s diminuinde a sua atividade catal i-—
tica. Entretantos o DMEO, um solvente dipolar aprético protofili-
COa solvata fracamente os Snions: aumentando assim a atividade

catal itica dos ifons hidroxila {(ou iso-proptxido).
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‘MNeste sentido, Godinho e Breent:‘:cm139 investigaram a intera—
30 entre DMS0O-H,0O através de TTC, utilizando acrilonitrila como
-indigac‘%mr termométr ico. Embora niio tenha sido o obietive princi-
pal do trabalhos pode ser notado através dos reswultados obtidos
pelos autores gque a maior velocidade dazs reaghes de indicasfo do
ponte final ocorre quando os solventes DMSO e dgua sstle na pro-
porgo molar minima de 2:1. Comp neste trabalho a &gua tem & fun—
gHo. de possibil itar a solubilizag3o das gfcxteinas para a realiza-
gHo das titulaglies: a proporgio de sclventes foi mantida através
dao uso de 7,0 ml de DMEQD e G:8 ml de Agus. O guantidade de acri-
lonitrila utilizada (4,0 ml) proporciona uama maior velocidade nas
reagles de indicaglo do ponto final, sem interferir na sstequio-
metria das titulasgdes real iradasid’,

0 ponto final da TTC tem sideo local izado de diferentess ma—
neiras®7s2735:79,84,148, p figura VII,1l mostra a curva tipica obti-
da na titulagdo da arginina e as respectivas formas de se locali-
zar o seu ponto final. 0 ponto final tomado logo gue se inicia o
aumentao de temperatura (1 — inicio do aguecimenta) se Jjustifica
baseado no argumento de que a reagdo indicativa do ponto +inal
COmMBEA COM um peguenc excesso do titulante; os tomados como a in-
tersece3o das tangentes tragadas nos dois "bragos" da curwva de
titulagi3o (2 - extrapolago) ou como o ponto no qual a tangenite
tragada no "brago” relativeo & reagio indicativa deixa de coinci-
dir com & curva (3 - tangente) se basegiam no fato de gque as rea-~
gles de neutralizagio 2 indicativa se processam simultansamente
proximo ao ponto final da titulag®o. Portantos, a localizaegX™o do

ponto final em TTL @ feita de maneira empirica e depende da amos-
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Figura YII. 1. Localizagdo do ponto Final em TTC. Titulagtes
de 12,08 mg de Arg com KOH 0,1047 mol.1"! ()5 e
darbranco: 720 ml de DMSD, 0.8 ml de HEG @ 4,0 ml

de AN {(b).
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tra titulada; do solvente, do titulénte =2, copseguentemente, da
forma da curva obtida.

Fara ze localizar o ponto final da TTD das proteinas foram
real iradas titulagles de argininas cujas curva tipica & mostracda

na +Figura VII.i:, e os resultados obtidos relacionados na tabela

VIii. 2.

Tabela VII.2. Nimero de grupos® sdcidos titulados em amostra de

arginina em fung¥o da localizag¥o do ponto final.

matodo inicio aguecisto extrapolagio tangente
gr‘ustImﬁl i.o8 + C’:Q-__‘S 13?6 &+ i:’;‘:’s 19?4 + (}5;{:33
{%) ne grupos = (mol KOH gasto /7 mol aminodcido adicionado)i mé-—

dia de 2 determinagles + sstimativa do desvio padrio.

Comparando—se esses resultados pode ser verificado gue eles
nio diferem significativamente entre si (20Y de confiangal. embo-—
ra o meétodo "inificio do asguecimento” tenha fornecido o resultado
mais exato.

Entretanto, a obtengdo de dois grupos Acidos por‘mml de ar-—
ginina mostra a possibil idade de se titular o grupo guanidinas um
acideo muito fraco. cujo pk, em agua & 12,524, A arginina, na for-—
ma de cloridrato. guando dissolvida na mistura DMSE0-H~0 permansce

com 08 Qrupas amino 2 guanidina protonados: uma vezr gue a reagdo:

NH N« +NH2 +NH3
fl | il |

HoN-C—NH= (CHg) x—CH-COOH, HC1  @===2 H,oN-C-NH- (CHp) 5~CH-CO0™ + CL~



estd deslocada para a direita pois os grupos citados s8o os dci-
dos  mais fracos da molécula. Baseadeo neste eguil ibrios pode-—se
explicar o resultade cbtidosgue concorda com o fato do DME0O, sen—
do protofil icq, favorecer a titulagio de éciaog muito fracosSl,

Embor-a a titulagd¥o de arginina n¥o tenha possibilitade ne-—
rnhuma conclusic segura acerca da localizagdo do ponto final da
T7C: isso foi possivel atraves da titulag®o da lisozima.

Q‘ tabela VII.T mostra os resuliados obtidos na titulag3o
dessa profte ina em fungdio da massa titulada e forma de local izag3o
do ponto Final £ a2 figuwa VIIi.2 mostra as curvas de titulas3o sm
fung®o da massa de profeina titulada., Exceto para 10 mg: houve a
nrecipitag8Sio da proteina durante a titulagio & zua ressolubiliza—
sHo antes do ponto final, fenfdmeno gque ni3o interferiu nos resul -

tados.,

Tabela VII. 3. Nimero de grupos dcidos titulados em amostra de 1li-

soz ima® em fungdo da massa titulada e localizaglo

mas=a {(mgl inicioc aguecisto extrapolagso tangente
Lo¥¥* 22,6 + 0,2 27,5 £ 0,8 28,8 + 1,4
DoEEE 2358 + 047 Z28:1 = 0,6 2F.6 £ 1,0
qO¥F* 3.1 + 0,4 28,7 £ Oy8 J1.2 & 0,7
LHOFEH 23,1 %+ 0,5 Z83,3 £ 1,0 1,2 + 1,4
8(}** 221'&) + 0’4 28,3 + {_};2 3193 -+ 931
(¥} peso molecular = 14.307 g/mol =,

{(¥%) media de I determinagies + estimativa do desvio padr3o.
(#x%) madia de 4 determinaglies + sstimativa do desvio padr3o.
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Viitutonte + M1

Figura VII1.2. Curvas de TTC de lisozima com KOH 0,1047 mol.l1"! em
iso—-propanol (o namero ao lado de cada curva € re-

rente & massa titulada de proteinas em mg).
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A var iagdo da massa de proteina titulada permite concluir
gue o iso-propanocl adicionado atraves do titulante n2o interfere
na estegquiometria, pois n¥o hd diferenga significativa entre os
resul tados ohtidos pelo mesmo smétodo de lmaélizaiaﬁ do ponto +i-
nal. -

A titwlaedo potenciomgtrica da 1lisozima desnaturada em urdia
9,30 mol.l ! mostrou a existéncia de 1G, 3 grupos Acidos por moi
de proteinaﬁ*. Huando este resultado ¢ comparado com os mostrados
rna tabela VII.3, verifica-se gue gqualquer método de localizar o
ponto final da titulagdo fornece resultados altos. Entretanto. a
1isﬁ2ima possui 11 grupos guanidina149 que n¥o sHo detectados
atraveés de titulagdo potenciometrica em dgua mas que podem ser
determinados por T7C em mistura DMS80O-Hz0. Dessa forma, o nplmero
de grupos obtidos gquando se toma como ponto final da titulag3o o
inicioc do aguecimento concorda razoavelments com o ndmero  total
de grupos SAcidos (10,3 + 11) existentes na lisozima.

Como & mistura entre DME0 2 dgua & fortemente exotdrmica. as
titulaghes foram efetuadas assim que a temperatura das solugles
de proteina retornou & ambiente. o gue significou um pericodo de

]

20 minutos apds o preparo das amostras. Entretantm, na titulagiHo

{%) como as tLitulaghes rmo referido trabalho foram feitas em solu-
glies previamente aciduladas com excesso de dcido cloridricos o

nuamero de g-upos acidos da proteina fol calculado a partie das
seguintes sguaglies:

Srupos acidos = grupos totais — grupos bdsicos

mol HC! adicionado — mol HCOL restante

orupos basicos =
mol proteina tituladsa
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da proteina logo apds o se8u preparo foram obtidos 22:6 + 1.6 gru-—
pos  acidos por mol (média de & determinazlies), mostrando gque em-
bmra s tempo de espera ndo influencie a esteguiomeiria,. 2le afesta
diretamente a precisdio das medidas.

De maneira andaloga foram efetuadas titulaghes de ovalbumina
e ns recsul tados est3pn apresentados na tabela VII.4. 4 ovalbumina
desnaturadsa em urdia B,0 mol.i—l possui 29,1 grupos dcidos titu-
1év3155 2 15 grupos guanidinalﬁ@ nioc detectados potenciomstrica~
mente. Como foram obtidos 47:6 grupos acidos por mel de proteina,
apenas  uma parte dos grupos guanidina foram titulados. uma vesz
que o ndmere total de grupos € de aproximadamente 54 {39, 1+15) .
Esse resultado indica gue ha diferenga entre os Qrupos ouan iding.
Aloguns grupos (& a 7) n3o devem estar acessiveis para nsutraliza-
g3 ou ent 3o possuem uma velocidade de neutral izagHo menor que a
dos outros. 0s resultados obtidos por titulagdo potenciométrica e
que serXo apresentados no tdpico seguinte mostraram gue a ssgunds
hipdtese & wverdadeira. A obtenglo de 48,8 * 1.5 grupos acidos por
mol de ovalbumina (média de 5 determinagles) guandoe a titulag3o
foi Feita logo apds o prepare da amostra mostrou. como no caso da
lisopz imas ague este procedimento afeta dirstamente a precisiio das
medidas 2 Mmoo a esteguiometria da reago.

Tabela VII. 4. Mameros de grupos dcidos titulados na ovalbumi-

na® em fungMo da localizagdo do ponto final.

métodao inicio agueci/to extrapolagio tangente
arupos/mol % 47,6 £ 0,6 58,8 + 1.1 LT 2 & 2,2
(%) peso molecular = 42,4699 g/mol 3,

{#%) média de T detsrminagles + estimativa do desvio padr3o.
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VI1.2.2. Titulag3o Potenciometrica

YVIlI.2.2.1. 0O eletrodo de aluminio

A construgXo do eletrodo de aluminic para utilizag®co como
indicador nas titulagles de proteinas foi baseada no fate des que
este eletrodo tem uma variaglo de potencial no ponto final da ti—
tulagdo muito maior gue véarios cutros, inclusive o de vidro7é,

A Figura VII.3 mostra as curvas ohtidas nas titulagsBes de
acido benzdico. utilizando elstrodo de aluminio = de vidrp., & fi-
guré VMII.4 mostra a curva de 19 derivada obtida com o eletrodo de
aluminio.

Pode ser notado através da figura VIILE guse o eletrodo  de
aluminios apesar de ter uma variag¥o de potencial maior que o
eletrodo de vidro, apresenta uma menor inclinag®o principalmente
na regido alcalina da curva. Uma expl icagdo para este fato € que
0 oxigenio dissolvido na solugXo desloca o potencial do eletrodo
para valores menos negativos guando em meio alcal inpl®l, Entre—
tantos a titulagido do branco deve minimizar o possivel erro  in—
trodur ido por essa menor inclinag3o {(além de descontar as impur-—
zas dos solventes) e como consequéncia foram obtidos 1,02 + 0,05
grupas 4dc idos por mol de acido bhenzdico (msadia de 7 determina—
glies) atraves de cdlculos feitos a partir das curvas de 123 deri-
vada (figura VIi.4).

Apesar do bom resultado conseguido na titulag3o. o polimento
do eletrodo com lixa d'agua n3o € o tratamento suficiente para o

seu bom desempenho: pois somente apds a primeira titulagio o ele—
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Figura VII.3. Titulaghes de &c. benzdico com KOH 0,1047 mol.171,
Eletrodo de refereéncia: fio de Ni~-Cr imerso no ti—
tulante (o Nnamero acima de cada curva € referente

4 massa do A&cido titulado, em mg).

sensivilidade {a} (b)
40 registrador = 00 mV

AE/AV, m/ml

i A I
0,500 KGO0 ¥0.000

Viituionte + M

Figura YVI1.4. 12 derivada das curvas de titulag®es de 10,05 mg
de dcido benzdico com KOH ©,1045 mol.l"! (a) e do

bramnco (b). Par de eletrodos 81 3 Ni—Dr.

&8



trodo respondeu de maneira adequada. Os resultados indicaram que
esta titulagiHo & necessdria para se obter o bom condicionamento
do eletrodo. Apesar de existirem ocutros métodos pars tratamento
da superf icie do eletrodos tal como eletrdlise anddical®?, trata—
mento com edia em dcido acético ssguido de polarizaslo antdica =
catodicalPl, o procedimento adotado foi seguideo em virtude do bom
resultado obtido na titulagdo do Acido bhenzdico.

Ao contrario do que occorre em meio alcalinos o potencial do
eletrodo de aluminio n3o & muito reprodutivel em meio dcidos, ha-~
vendo var taglies entre os potenciais iniciais das titulagdes. Esta
irréprﬂéutibilidade & ate mesmo a estabil idade est¥o dirstamente
relacionadas com o mecanismo de resposta do eletrodo. A sua su-
perficie & recoberta por uma fina camada de &xido de aluminioc e,
bassado neste fatos Bresnhow 2 Al-Mudarr is79 propuseram gue a
resposta fosse governada da mesma forma Que a do eletrodo de an—
timeninl33, Como os avtores trabalharam em meio anidro, a maior
var iagdo de potencial para o eletrodeo de aluminio foi justif icada

através da formag3o de dgua na reag3o de neutralizagHo, uma ves

que a reag=ia no eletrodo @3
AloOx + 6 HY + 6 87 === 2 A1C + I H0

2 & squagdo de Nernst se tornal

RT ap+
E = E@ + — In ——-—
F (ap g 172
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pois a atividade da dqua n¥o # constante durante a titulagiio. En—-
tretanto. o mecanismo proposto n3o deve estar correto pois neste
trabalho & atividade da dgua se mantém praticaments constante du-
rante a titulag3o e; da mesma forma, o eletrodo de aluminioc apre-
sentou zﬁna maior varilagdc de potencizal gue o de vidro. bMa verda—
de, ME S M emylscluséo aguosa o 2letrodo de_aluminia tem uma maior
variagdo de potencial gue o eletrodo de vidrolS2,

For outro lado, Kolthoff e Sambucettil=l verificaraﬁ gue em
meio aquoso alcalino o eletrodo de aluminio € sonsivel aos fons
hidraxila 2 assumiram gue a reagldc gue determina o ssu potencial

é:
AlC + 4 OH™ s=== HoAlOx™ + HoO + 3 e~

e que, portanto, pode ser a responsavel pela grande variag3o de
poterncial obtidae com o eletrodo.

Apesar dos mecanismos propostos: o cardter anfotero do alu-
minio e set dxido ndo permitiuv a elucidagio deste fato gue ainda
=] mmtivﬁ de questionamentol™d e foge do ocbistivo principal desta

tepse .

VITL2Z2.2.2. A escolha do par de eletrodos

A forma da curva e a variagio de potencial nas titulagles em
meio n3do aquosco podem ser determinadas pelo par de eletrodos

ut il izadel 3, Nesse sentido, foi sfetuado un estudo sobre o de~—
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sempenha do par de eletrodos & os resultados obtidos est2o apre-
sgntados na figura VIILS,

| Embora todas as curvas sejam semelhantes atdg a titulzsdo do
primeiro gorupo dcido da arginina, existem difererngas acentuadas
apos este ponto.

Az curvas obtidas com os pares wvidro x ECS & vidro x
Ag/AgCl~dupla jungdoc ndo Fforam reprodutiveis e mostraram anoma-
lias .am meio alcalino. Apesar do ECS 5er_utilizadc em meic par-
cialmente aquasm131 e do eletrodo de Ag/Agll-dupla junglo estar
presnchido com solugl3o de um sal de amfinio guaterndrio {(eletrsli-
to externo} como recomendadolé, essas anamalia; foram devido aos
eletrados de referéncia. 0 emprego do fio de niquel-cromo imerso
no  titulante garante o potencial constante do eletrodo. pois =2le
se encontra em um meio definido e invaridvel, estando livre de
contaminaco?®, Desta forma, foi possivel a obtengl3o de curvas
reprodut iveis, como as mostradas na figura VII.S, quando foi uti-—
lizade o sletrodo de Ni-Cr como referéncia.

uando =80 comparadas as curvas obtidas com os eletrodos de
vidro e aluminio verifica-se a grande variaglo de potencial -
porcionada por este dltimo, gque pode ser explicada pelo gque foi
exposto no {tem anterior. Entretanto, a variag3o de potencial ob-
tida com o eletrodo de vidro na titulag3o do segundo grupo da ar-—
ginina foi muito peguena e pode ser devido & resposta lenta do
eletrodo em DMSQ, gquando em meio alcal inodl, Portantos pareces que
o eletrodo de aluminioc € o mais indicado para a titulasio de &ci-
dos muito fracos comd o grupo guanidina da arginina.

Em virtude dos resultados pbtidos foram wutilizados nas ity
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laglies de proteinas os eletrodos de vidro e aluminio como indica-

dores & 0 +io de Ni-Cr imerso no titulante como refsréncia.

- £, relativo

['GO my Al x Ni-Cr

vidro x Ni-Cr

vidro % ECS

vidro x Ag/AgCl

i i i

0,300 1,000 1,300

V?ituionte » mi

Figura VII. 5. Forma da curva obtida na titulagdo de Arg com KOH

01047 mol.171, em fungilo da par de eletrodos uti-
lizados {o numero acima de ecada curva € referente &

massa de aminodcido titulado, em mg).
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VII.2.2.3. Titulagl3o das proteinas

Ao contririo da TTC, a potenciometria possibilita a determi-
nagdc tanto dos grupps acidos como dos grupos bédsicos prosentes
nas proteimas.,

Na ﬁeﬁ:erhinagéd dos grupos acidos a titulag3o foi feita como
na TTC: sxwceto gue n¥io foi adicionada acrilonitrila no solvente
da amostra. ‘

A& Figura VII.é mostra as curvas de primeira derivada das ti-—~
tulagles de arginina guands foram utilizados eletrodos de vidro =
aluminio como indicade%es. 0 volums dé tituwlante gasto na prova
em branco. 4Quando foi empregado o sletrodo de aluminios foi apro-—
#imadamente .2,3 VEIES maior que com o uso de elstrodo de vidro.
Esta discrepancia deve ser em furng¥o do eletrodo de aluminio
apresentar uma menor inclinag3o no ponto final da titulagdo, como
dito anter tormente.

A dificuldade proveniente deste fato surge no calculo do nd-—
mero de grupos do amninodcido e na estimativa da forga dcida das
impurezas.

A tabela VII.S mostra os resuliados obtidos e o valor de
Q79 + 0,03 grupos dcidos por sl de arginina salienta a dif icul—
dade supra citada guando foi utilizado o eletrodo de aluminio.
Entretanto. a obtengdo de 0,929 + 0,01 grupos gquando esmpregado o
eletrodo de vidro e descontada a prova em branco n3o deixa divi—
das em relagdo & forga das impurezas no solvente. Tais impurezas
s#o acidos mals fortes gque o grupo amino da arginina, gque & o

primeiro grupe a ser titulado. 0 segundo grupo titulado & o gua-
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sensibikdods
do registrador = S0 mY

AE/AV , mV/mi
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(b')

i i !

0500

Figura VIi.é&.

&a. vidro 3 Ni—-Cri
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Titulaglbes potenciométricas de Arg com KOH.

.30 mgi ¢x1045 mol.l171l: b. &1 x

O, 0995 mal.i“l; a‘e h'. brancos

wn dcido muito fraco que n¥o pode ser determinado poten~

(pka = 12,9 e npem mesmo em misturas
i

piridina—agua 2 acetonitrila—-dgual,

Tabela VII.S. Namero de grupos dcidos titulados em amostra de ar—

ginina.

a1l o X
vidrp¥ER
{#)
(%%}
(%%%) media de 3

19 grupo 19 grupon® 22 grupeo®
1,13 £ 0,04 Qs 79 + 0,03 2:06 + 0,04
1314 + 0,10-\} 0,99 + Q:t:)l ‘.391 o Qsﬁi

e g

descontada a titulag3o do branco.

media de & determinagles + estimativa do desvio padri3o.
determinagies * estimativa do desvio padrio.

74



Logos a obteng3o de 2 grupos/mol de arginina. com ambos os
eletrodos., indica a possibil idade de se titular os grupos guani-
dina da 1l isorima = cvalbumina. fAs figuras VII.7 & VII.E8 mostram
as curvas de titulagXo dessas proteinas quando foram utilizados
=1l etrodos de vidro e aluminio comp indicadores. A tabhela VIl.é
mostra os resultados obtidos nessas titulagBes, onde pode s=2r no-
tade que © emprego do eletrodo de vidro possibilita a determina-—
e dps girupos guanidina apenas da ovalbumina, ppis o valor en-—
contrado concorda com o obtido em ur#ia®, acrescido do ntmero de
grupos  guanidina. Por ouwtro lado, ssses grupos ndino sHo tituladmé
ma iisazimaa As hipoteses de complexidade da proteina e carga 11—
guida sobre a molécula como euplicagdo para o resultado obtido
foram descartadas: pois a lisorima tem um p95§ molecular menor
que o da ovalbumina (14.307 x 42.4699) & uma carga 1 iguida também
menor ao se iniciar a titulagdo dos grupos guanidina (2 % 4& car-
zas negativas). Como esses grupos estdo acessiveis para a neutra-—

lizagdo, uma vez que fol possivel determind—los através de TTO,

Tabela VIIi. & Mimero de grupos scidos titulados em amostras de

lispzima & ovalbumina,

amostra eletrodo eletrodo raf, O QrUDosS
vidro aluminio guanidina

lisoz ima 11,4 & ©,5%* Jl.6 + 1,3% 10,3 11

ovalbumina B2,3 4 1,5%¥X 7.8 4 2,4%FF 39,4 15

(%) media de & determinaglies + estimativa do desvio padro.
{(##%) média de T determinagies + estimativa do desvio padrio.

(#%x) média de 4 determinagdes + estimativa do desvio padrio.
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pode~-se dizer que os grupos guanidina da lisozima s3n Scidaos
mais fracos gue 05 da ovalbumina. MNa tentativa de assemelhar o
solvente da titulaglo pmteﬁciamétrica ag da TTC, +oram adiciona~
dos 4.0 ml de acetonitrila para a titulas¥o da lisoczima. Neste
cazspy foram determinados 11:.9 + 0,2 grupos (mgdia de 3 determina-
gbes), resultado este gue concorda com o obtido por Gindidz & co-
laboradoresl e confirma que 0% grupos guanidina da lisozrims w30
dcidos muito fracos gue ndoc s3o tituladoametenciometricamente.

Com o emprego do eletrodo de aluminio foram obtidos resulta-
dos bastante altos. 0 interessante & que para ambas as amostras
ful encontrado um excesso de aproximadamente 45 % dos grupos es—
perados (soma dos grupos da refer@ncia S e grupos guanidinal. E
muito dif icil propor uma explicaglo para estes resultadps uma vesz
gue n¥o se tem dados suficientes para sSupor um s2rFo  sistemsatico
positivo de 45 %, Todavia, as curvas obtidas com o eletrodo de
aluminia nd3o foram muito reprodutiveis e a presenga deste, nas
titulaglies onde o eletrodo de vidro foi utilizado come indicador,
foi causa de irreprodutibil idade das curvas de titulaglo, difi-
cultando e ate mesmo inviabilirando a local izagio do ponto final.
Esses fatos indicam uma provavel adsorg®o das proteinas na super-—
ficie do @letrodo de aluminio tornando lenta a sua resposta, ]
ques de certa forma, explica os altos valores encontrados.

Em wvista dos resultados cbtidos com o eletrodo de aluminio
na determinagdo dos grupos dcidos das proteinas e associado  ao
fatn desse eletrodo responder a fons cloretolS?, zomente o ele-
trodo de wvidro foi utilizado na determinag®o dos grupos totais

das proteimas, uma vezr gque as amostras tituladas era adicionada
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um excesso de Acido cloridrico.

A figura VII.L9 mostra a 12 derivada da curva de titulasglo da
arginina onde sXo titulados o excesso de dcido cloridrico 2 os
grupos carboxilicos, amino & guanidina. nesta ordem.

A tabela VII1.7 mostra os resultados obtidos na btitulagio da
carginina. A principio parece que o solvente possui impurezas &ci—
das mais fortes e mais fracas que o grupo amino, pois foram titu-—
lados apenas 1,94 grupos: guando desconﬁada a prova em branco.
Entretanto. foi mostrado anteriormentes que as impurezas sXo mais
fortes gue o grupo amino. o que € confirmado pela obteng®o dea
apenas 2, %6 grupos na arginina. Teis resultados: abaivo do espha—
rado, podemn ser devido A dificuldade de se eliminar totalmente o
didwido de carbono dissolvido no DMSO ac ser feita & titulasgo do
branco. Um aumento no valor do branco fornecerd resultados  mais
baixos pois n3o haverd COp na amostra em virtude do excesso de
acido. Entretantoy o erro introduzido na andl ise devido ao dioxi-

do de carbono dissclvido & desprezivel quando se trata de prote i~

Nas.

Tabela VII. 7. Mumero de grupos titulados em amostra de arginina

em edcesso de Acido cloridrico.

12 grupo 22 arupo 22 grupo R ogrupo FF o ogrupo
(—CO0H) (—NHg4™) (%) (guanidina) (%)
numero de
grupos®*¥® 1,01x0,01 2,0Bi0,02 1,94+40,02 3,09220,04 2,960,033

(*} descontada a prova sm branco.
(¥%) media de & determinaglies + estimativa do desvio padr3o.
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sensibitidoda
do registrador = 30 my

AE/DV , mV/ml

1 X 4
0,500 LOOO 1500 2,000

Vﬂtumnfe . mi

Figuwra VII.%. 12 derivada da curva de titulagdo da mistura de
Z:11 mg de Arg e 0,809 ml de HCOI 0,1018 mol.1—% com

KOH 0.099% mol.1"1.

A Figura VII.10 mostra as curvas de 12 derivada das titula—
glies de lisozima 2 ovalbumina em excesso de E’ac.icio, Em ambas as
curvas existem trés picos, sendo o primeiro referente an eMcosso
de dcido adicionado. Aos outros dois pode-se reporitar. com as de-
vidas restrigles, como referesntes a neutral izagio dos grupos aci-
dos e basicos., A tabela VII.8 relaciona os resultados obt idos
nessas titulasfes.

Ma titulagHo da lisozima foram determinados 22,7 grupos por
mol . que concorda com o resultado obtido em urgia~. Como espera—

dos, os grupos guanidina n¥%o foram titulados e como a lisoz ima
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Tabela VII.8. Mimero de grupos titulados em amostras de lisorima

& ovalbumina.

Srupos but af Eu Tl orupos basicos raf, 5
totais Aacidns {(tptal-dcido’
1isoz ima® 22:7 + 0,8 B:.7 + 0,8 14,0 = 1:8 20,7
ovalbumina™® 97,0 £ 2,1 42,2 + 2,2 54,8 + 4,3 88,5

(%) media de 7 determinaglies x estimativa do desvio padr2o.
(##) media de T determinaglies x estimativa do desvio padr3o.

sehsibitidads
do registroder : 50 mW

AE/A_V . mV/mi

i H i
0.500 Loce L500

Vmuscnta o i

Figura VII.10. Curvas de 12 derivada das titulagles de 25,69 iy
de lisozima (a) & 19:09 mg de ovalbumina (b} em
excesso de &cido (0,809 ml de HC1 ©,1018 mol.171)

com KOH C,0995 mol.1™1,
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possul dez grupos carboxilicos, a obterne®o de B, 7 grupos Acidos
indica gque um ou dois grupos carboxi{l icos devem ser mais fracos
gue os demais no solventes utilizadeo.

Na titulag¥o da ovalbumina era esperada a obtensg3o de 103 a
104 grupésg uma vez que os 18 grupos guanidina s38p tituladps aﬁém
dos determinﬁaoa em uréia®. Entretanto, a titulagdo dessa protei-
na nativa em soluglo aquosa previamente acidulada o ?mrﬁa idnica
0,10 mol.1l” ! mostrou gue alguns (5-7) grupos carboxilicos sdo su-—
ficientementes fortes, sendo titulados juntos com o &cido clorfi-—-
drico am excessol®™, LPome a ovalbumina pﬁsaui 47 orupos carboy i
licos: a determinagl3io de 42,2 grupos dcidos indica que I desses
grupos  s3o  titulados com excesso de acido forte =. purtanto, a
obtensdo de 97 grupos por mol de proteina concorda com o espera—

do.



VIII. CONCLUSAQ

A titulag3o en meio N0 aquosc ou parcialmente aquoso possi-
bilita a determinae¥o do scidos e bases muito fracos em Agua. MNo
presente trabalho, a titulag¥o da ovalbumina e lisozima na misiu“
ra DHSG—égua_k?,O:Q,B ml) tornou possivel a determinagio dos oru-—
pos guanidina dessas proteinas, um dcideo muito fraco em dqua (pKa
= 12:3) e, portanto. n3o titulado neste meio.

A comparag3o dos resultados obtidos atraveés da titulag¥o po-
tenciomety ica e da TI0 permitiv mostrar gue os grupos guanidina
da lisorima s3o a&cidos mais fracos qué os da ovalbumina pois s3o
determinados somente por TTC & gque devem existir diferengas entre
os  grupas guanidina da ovalbumina., Estes resul tados Eugerem que
outras investigagles devem ser efetuadas no intuito de se obhter
informaglies mais refinadas a respeito da estrutura dessas protei-—
nas na mistura DMSO-dgua. Por exemplos o nudmerc de grupos titul &-
veis e seus respectivos pK's podem ser determinados através de
linearizagMa das curvas de titulagol7, Como a mistura 80 % DMSO
~20 74 agua (p/p) possuil caracteristicas gque favorscem as titula—
ghos patencimmétricaﬁisog as proteinas podem ser estudadasz nesse
meio caso N0 s consiga bons resultados com a mistura usada nes—
té trabalho. Este estudo:, inevitavelmente. tambeém fornecerda in-—
tormaglies gue contribuirfio no entendimento das agles farmacol G-
gicas do DMGSO.

A titulaeég termométrica catalitica & um método simples e
barato para a determinagdo de Acidos & bases. Fundamentalments o

problema para a obteng3o de resultados coerentes estd relacionado

83



com a escoliha de um indicador termomstrico cineticamente adeqguado
g com 8 localizagio do ponto final da titulag8o. Na titulaglo das
proteinas o ponto final foi encontrado empiricaments através da
comparagdo dos resultados com o teoricamente esperado. Neste sen-—
tido, Foi tomado o inicio de aquecimento do sistema como sendﬁ o
ponto final géa titulagles, o gque n3o significa gue este procedi-—
mento deve sSer sequido na anadlise de cutras amostras. Este  fato
caracteriza  uma desvantagem do método: que s8 serd el iminada
auando  houwuver a pmgsibilidada‘de se construir a curva tedrica de
titulag3o. Os esforgos que tém side feitos rna elaborasdo da tep—
ria das titulagdes catal iticas n3o ém%am ainda estendidas a4 TTC.
Como as cingticas de neutralizaglo & da reagio indicativa devem
ser conhecidas para se tragar uma curva tedrica de titulaglo e
assuwninde que as velocidades das reaghes se alteram em virtude de
pequenaé mudangas no solvente da titulagdo: pode-se concluir que
a determinagdo do ponto final em TTC deverd ser feita empirica-—
mente por wum bom periodo de tempo. exceto para casos muito parti-
culares.

BQuanto & aparelhagem uwtilirada na TTC had a possibil idade de
serem efetuadas duas alterazles. A primeira & o enprego de cris—
tais liquidos colestéricos em substituigio ao c;njunto termistor—
pdnte de Wheatstone-registrador para ser determinado o ponto fi-—-
nal da titulag¥o. Esses cristais liquidos s3o termocrOomicos e 34
foram util izados com sucesso na determinag3o de cafeina e &cido
acetil-sal icil ica’4, possibilitando a adigSo maﬁual do titulantes
atraves de uma bureta simples. A segunda alterasdo & a construgdo

de um titwilador que poderia ser utilizado nas TTC: cujas curvas
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tipicas fossem semelhantes as ﬂbtida% neste trabalho. Como o pon-
to final da titulago ocorre em um minimo de potencial (tempera-
fura} o registrador pode ser substituido por um circuito deriva-
dor gque controlaria um crondmetro digital. Destas forma. sabendo~
se a vazde do titulante & o tempso necessério para se sfstuar a
S titulagdo; pode-se caloular o volume de titulante adicionado.

6 utilizag3p de eletrodos metdlicos nas titulagles potencio-
matricas mostrou a possibilidade de se substituir os eletrodos
convencionais por outros mais simples e baratos. O eletrodo  de
refergncia de niguel-cromo € bastante adequade para as titulagbes
cmmtiﬁuaaa' superando o desempenho dos eletrodos de calomelano e
Ag/AgQCl. FPor outro lado, o eletrodo de aluminio ni3o pode ser ut i
lirado nas titulagles de proteinas da mangira como foi proposto.
Talvezr outros tipos de tratamento da superficie do eletro-
dol%l. 152 possam melhorar o seu desempenho ou, ento, a utbiliza-
g¥0 de um eletrodo indicador de ago inoxi®0 fornega resultadmé
coerentes. Entretanto, o eletrodo de aluminio pode ser util izado
na determinazio de substéncias menos complexas como o dcido ben—
zdice e arginina. Desta forma os eletrodos de aluminio e niquel-
cromo 3o uma alternativa simples e barata para o ensino de titu-

lagdo em meio nA0 aquoso nos cursos de graduas3o em gquimica.
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