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MODELO DE LANGMUIR E DE BET

Na ultima aula nés tinhamos ficado a distinguir o problema das substancias, ou das interfaces

sélido-gés para as quais a adsor¢ao nao se verifica segundo a isotérmica de Langmuir.

Porqué?

-superficie ndo uniforme

-velocidade de dessorc&o dependente dos locais onde a
molécula foi adsorvida

-interaccéo entre espécies adjacentes adsorvidas
(variagdes do calor de adsorcdo com 0 aumento de @)

- mobilidade das moléculas a superficie, elevada e
aumenta com T

O modelo matematico proposto por Langmuir ndo é aplicavel em determinadas condigdes
sobretudo nos casos em que ha interacgao molecular quando as forgas de ligagdo sodlido-gas sao
demasiado fracas, isto é, ndo sao do tipo quimico e quando ha formagao de mais de uma camada. Temos

aqui uma adsorgao fisica:

2nd Layer 4th Layer,

SURFACE

O -Moléculas de adsorvato (N)

@, ©,, ... @ = area de superficie (cm2) coberta por 0, 1,
..., h camadas de moléculas adsorvidas

Nesta situagdo, o aplicavel sdo as isotérmicas de BET. Uma expressao empirica proposta por
trés quimicos, cuja representacdo matematica é:
V-volume de gas adsorvido & uma dada pressdo
V- volume comrespondente a uma monocamada

C- constante para uma temperatura fixa T

P 1 C-1_P
= + X —
v(p-P) V,C V,C B

Py - pressao de vapor do adsorvido para a temperatura da experiéncia

= E‘Xpi ll_"iH(:.u:f - AHTE}‘ ]R}"j|

TIPOS DE ISOTERMICAS

Também foi visto que, de acordo com o tipo de par adsorvente/adsorvato, se poderiam verificar

diferentes tipos de isotérmicas:

Brunauer classificou as isotérmicas de adsorcéo em 5 tipos fa f N £ [v /-L:
caracteristicos

Tipo Il - adsorgcdo Tipo IV - adsorgdo Tipo V- adsorgdo
fraca (fisissorgdo) forte (quimissorgdo) de agua
em policamadas em material poroso, {guimissorgdo) em
ki i o g i seguida i de material peoroso e
Tipo | - adsorcéio fote numa camada  Tipo Il - adsorgo forle (quimica) seguida sillca. 352.6) fBmsotido e policaniackes
- monomelecular(asorgdo gquimica pura) de policamadas. —_———— Exp: benzeno em gel Exp: vapor de dgua em

de oxido de ferro (i1} a carvéo activo & 352 73

Exp: amonia em carvio active a 273 K} Exp: azoto em silica gel a 272 K) 320 KY



Isto &, se usamos adsorgdo em fungido da concentragao de

Run 1
Run 2

T

gas que é colocado frente ao adsorvente, poderia ter semelhanga com

uma isotérmica de Langmuir ou deste tipo, estando aqui indicados

(]

exemplos caracteristicos onde isso se verifica. Ou eventualmente, o

m
“UTrof

o

acréscimo continuo da quantidade de substancia adsorvida tem que

o

Yolume adsorbed/cm? (stp)g~'

chegar a saturacdo mesmo antes de chegar a solugcdo o vapor W__ou/é' 1w
2 — T
saturante.
T . o |
Significa que, mesmo para determinarmos os pares % Wy wa BE bie 58

Relctive pressure [p/pol
adsorvente/adsorvato, a proposta de BET (Brunauer, E... e Teller) ndo é valida. Aqui esta um exemplo em

que a adsorg¢do de cripton se faz em negro de fumo e como se pode ver, 0 que ocorre sdo semi-

isotérmicas de Langmuir em nada parecidas com as isotérmicas de BET:

VERIFICACAO EXPERIMENTAL DO MODELO

Significa entdo que para tirar teimas no sentido de verificar se 0 modelo aplicavel é o de Langmuir

ou o de BET, o que se faz é registar experimentalmente quais sdo os

valores da quantidade de substancia adsorvida em fungéo da pressao BET plots of adsorption data

do gas e tragar a correspondente isotérmica. A forma de ver se esses [
pontos experimentais coincidem ou ndo com o modelo é da forma wi |
como o grafico mostra.

Se houver linearidade, entdo estamos perante a isotérmica de
BET. Se nao houver linearidade, naturalmente podera ocorrer uma

excepgao, como foi mostrado, e a forma mais simples de se tirar

teimas é através do valor de adsorgéo, isto €, recorrendo ndo a um . " . o "
PP,
paradmetro quantitativo mas sim a um parametro qualitativo. Aqui esta e fom syeock, Mt nd i, .. the Chemisryof

Inkerfoggs. Tobn Wiky and Sons, NY, 1981

o exemplo da forma como se faz a verificagdo da isotérmica de BET:

X 1 N (c —l)x

Vil-x) v.c V.C

m

Perante os valores matematicos, vocés relacionam-nos, como mostra o nan = od
grafico. Naturalmente que tém uma recta, recta essa cujo coeficiente angular vos e o
vai dar o valor do volume da monocamada e a ordenada na origem. Se por I fga:a
acaso se preferir substituir P/P, por um factor X que corresponde a relacao, a 1
representacédo dada é esta: e




slope + ordenada
c—1

Ve

L

tga =

P 1
como X=— V,c

0 ENTAO >

v, =
n . o
slope+1nt ercepcdo

Os parametros quer da ordenada na origem quer de declive sdo os mesmos que se repetiram em

cima.

AREA DE SUPERFICIE DOS SOLIDOS

O interesse de determinar V,, é o interesse de avaliar a area de superficie de um sdlido que tinha

importancia quer do ponto de vista social, quer do ponto de vista terapéutico.

A forma mais simples de avaliar é utilizar equipamento como aqui esta
representado, em que um determinado sdlido é colocado em contacto com um
gas (naturalmente esse gas tem de ser inerte para ndo reagir com a
substancia em questdo ou com o sélido em questdo) e medir qual é a pressao
de gés que atinge o sdlido e, ao fim de algum tempo registar ou o volume de
gas que ficou fixado no sdlido (e entdo estamos presente a um método
volumétrico) ou entédo ver qual é o peso de gas que entretanto ficou adsorvido
no solido (e entdo estamos frente a um método gravimétrico). Claro esta que

esta quantidade em volume ou em peso vai servir para determinar a area

Ajpparatus for measuring adsorption isotherms by volumetic method

E
T liquid N,

TR T To vaccum
{rap and Tl Vaccun Man ol —— (,*
diffusion b H G ias Inlet
pump Ag B H4 ||
Adsarbent
f— Manometar
S (12 mm o)
(ealibrated bulbs)
" Capillary e
2 mim tubing

Air pressure (regulated)
Vaceum

Adkapled From Figure 3 fshoemuker, Diavid 7, Garkand, Carl W, and Nibler, Jsaph W,
Experiments © Physical Chemisiry, Mo -Hill Ine, New York, 1985

I= drea de sup erficie do adsorvente {mz]

£

massa do adsorvente [g]

superficial especifica de sdélido que no fundo corresponde a uma relagao entre a area de superficie do

adsorvente e a massa de adsorvente. Essa medida da seguinte forma:

volume gas adsorvido

unidade massa adsorvente

O processo experimental de medir o volume é muito mais simples do que medir a massa. Como

tal, o que se pode fazer é medir o volume de gas que é adsorvido por unidade de massa de adsorvente.

Em funcéo disso, o que se faz é calcular o n°moles adsorvidas por g de adsorvente, nesta sé camada, e

dividir pelo volume molar do gas (Vm).

Depois calculam-se o n° moléculas. Esse calculo é feito multiplicando pela constante de

Avogadro. A seguir, multiplica-se pela area correspondente a uma molécula (esta area esta definida e

estipulada) e em fungéo dos valores aqui calculados, sabe-se entdo a area superficial da espécie solida

gue vem expressa em m2/g.




mComo calcular?

1. N° moles adsorvidas por grama de adsorvente na

monocamada (dividir pelo volume molar do gas)- (n

m)

2. N° moléculas (multiplicar pela constante Avogadro) (L)

3. Multiplicar pela area ocupada por uma molécula de adsorvido

(am)

A = nm X Om x I a,= area de superficie de uma

molécula

n,= capacidade da monocamada

A=m? /g em moles/g

Nao esquecer que, experimentalmente, se determina é V,,, e ndo a area da monocamada.

Sendo assim, para determinar a area da

monocamada, é preciso dividir o V,, (calculado quer pela = Entdo....

interseccéo da recta, quer pelo declive da recta) pelo V,, do _ V,ﬁ Lcrml()_zo

gas para depois multiplicar pelo n° de Avogadro e, logo a 2414

seguir, pela area especifica de cada uma dessas moléculas. | V.= cm*/g

O valor 10 que aqui esta indicado no fundo corresponde a | 22414 = Volume molar gas em cm? A=m’ 'g

um factor de correcgdo porque a area definida para uma

a,,= A2=x 1020 m2

molécula s6, vem habitualmente definida em A (angstrom) ou como o valor de area de superficie vem

definido em m2/g, tenho de transformar A em m (metro) que no fundo corresponde a um factor de

correcgao.

CONCRETIZACAO PRATICA

Um exemplo pratico de como fazer tudo isto esta aqui definido:

Esta uma tabela onde para 2 de P em funcao da pressao de vapor do gas, eu registo o volume de

adsorvido pelo sodlido. O que fago a seguir €& tragar
experimentalmente a correspondente isotérmica (quantidade de
substancia adsorvida vs pressdo de gas em contacto com o
so6lido). O aspecto da isotérmica ndo pode ser confundido com
uma isotérmica de Langmuir ja que n&o ha uma saturacdo
completa da superficie mas sim um acréscimo continuo da
quantidade de substancia adsorvida. Mesmo assim podera

acontecer de nao se tratar de uma isotérmica de BET.

Volume

p/po | Adsorbed ceig

0.005
0.010
0021

0.033
0.045
0.059
0079
0.099
0.119
0141

0.183
0.223
0.301

0353
0.449
0.550
0.654

0.750

Type Two Isotherm - Non Porous Solid

00 01 0.2 03 04 05 06 07 08
PiPo

Aqui estdo os calculos referentes a estas representagdes que se pretendem.

— e e e~ e —

p/po PIPO / V(1-P/PO)
0.001 0.0001
0.003; 0.0002

m Recorde...

0.005 0.0003,
Li (Cc—1) Lig 0.010 0.0006

Po 1 Po 0.021 0.0011

VZ = - + - 0.033 0.0016

(— ) ¥V, C PV, C 0.045 0.0021
0.059 0.0027,

Po 0.079. 0.0036

0.099 0.0044

0119 0 nns2

= Represente em funcao de g mooen
o0.183 0.0077,

0.223 0.0095

£ 0.301 0.0131

Po P 0253 anise

— P 0.249 0.0214

7 0.550 0.0277,

gl PO) Po 0.554. 0.0379

0.750, 0.0526




Depois faz-se o grafico:

BET Plot

y = 0.043x + 0.0001
0.018

0.016 i . . -
So0u A ordenada na origem é O declive &
& 0012
= 001
= o008 1 ~
— «“-D
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Efectivamente da uma linha recta

B ParaN,— a_= 16,2 A2
« CD —0.0432 2o ‘

que a ordenada na origem € esta que esta

i

indicada, o declive é o que aqui esta

representado. Daqui é possivel retirar o VICZO-OOW A7]0]m7
- g

valor de V., que depois servira para calcular

a area de superficie do solido que, de c=432 ¢ K..zzs.zf”%

P-4

acordo com o valor da area para uma

Para um dado adsorvente, A
€ independente da natureza
do adsorvato

molécula, sendo que o gas que esta . . ) )
) ] ] A=| Vi%hna, |%16,.2%1072 x 6,022x10%
envolvido é o azoto, ficamos a saber que S
neste caso a area de superficie deste sdlido é igual 101 m2/g. Significa entdo que a area especifica de uma
molécula decorre do valor de V,, determinado experimentalmente a dividir pelo V., do gas vezes o n° de

Avogadro.

INTERFACES SOLIDO-LIQUIDO E LIQUIDO-LIQUIDO

Passemos entdo a interfaces em que estardo em contacto solidos/liquidos e liquidos/liquidos.

Nestas interfaces ndo vamos jogar com um fendmeno que nos recordamos. Quando falamos em
superficies liquidas, os fendmenos que nos interessam sdo a tensdo superficial (liquido/gas e
liquido/liquido), a adsorcdo e a detergéncia (liquido/liquido e sdlido/liquido). Neste tipo de interfaces
solido/liquido e liquido/liquido, o fendmeno muito importante do qual vamos falar € o fendbmeno da
detergéncia.

Recordemos entdo o que é a adsorgao:

n° moles de adsorvato n
=Trp=—%

Adsorgdo = _ c
T oom

3 - 7
g ou unidade de area (cm)de adsorvente

O que normalmente se faz para registar a adsorgdo € medir o decréscimo de pressdo ou da
concentragcdo das espécies no seio da fase. Ou medir a pressdo ou o volume do adsorvato adsorvido por
uma determinada quantidade de adsorvente.

Nesta interface liquido/liquido vamos reportar-nos a concentragédo. Portanto a forma de registar a
adsorcdo é medir o decréscimo de concentragdo no interior da fase ou medir o volume/quantidade
adsorvida a superficie. Um dos métodos é aquele utilizado no trabalho pratico n°1 em que se regista a

quantidade de substancia que inicialmente se coloca em contacto com o sdlido (carvdo activado neste




caso) para, passado algum tempo da adsor¢do, medir a quantidade de substancia que ficou. A diferenca
da-nos o resultado da quantidade adsorvida.

CARACTERISTICAS SOLIDO-LIQUIDO

Na interface soélido-liquido, muitas vezes ndo se consegue definir exactamente se a interface tem

caracteristicas solidas ou se tem caracteristicas liquidas.

Quase que custa a admitir que os soélidos ou as suas moléculas, conseguem
destacar “organicamente” para passarem a fase liquida e vice-versa. E muitas vezes

pensa-se que esta interface, que tem caracteristicas especiais (sendo nido seria uma

L]
L ]
[ ]
@
L]
[ ]
[ ]
interface), é apenas constituida por moléculas de soluto. Ndo é verdade, esta duvida surge o
a muitos autores e aqui esta o modelo que sé consegue definir efectivamente o que se passa nessa

interface. Existem ambos os tipos de moléculas ou existem apenas moléculas liquidas.

Mas que é verdade que existem os dois tipos de moléculas, existem.

MECANISMOS DE ADSORCAO

Como é que se da a adsorgao de um liquido num sélido?

Step 1: Diffusion to Step 2: Migration into Step 3: Monolayer

Em primeiro, ha o processo de aproximagédo. As moléculas de = s Pors of Adsorert R

Contaminant Molecules

& gLt

adsorvato vao-se difundindo e vao-se aproximando de uma
determinada zona de superficie sdlida.

A seguir tem de haver uma fase de migracdo. S6 depois é
que ocorre a adsorgdo e entdo as moléculas formam entdo uma
camada, isto é, ndo se sobrepdem umas sobre as outras. Ficam
ligadas ao sélido formando uma camada unica.

Um dos fendmenos que estudaremos posteriormente, que é o fendmeno de transporte,
nomeadamente a difusdo, também tem ligacdo neste processo de adsorgéao.

O fenémeno da adsorgéo de solidos em liquidos € extremamente importante ja que, corresponde
a incorporacgao de substrato em detectores celulares, isto €, qualquer substancia que se aproxime de uma
célula tem primeiro de migrar para perto da célula a partir de um certo tipo de transporte, logo a seguir é
adsorvida a superficie da célula e dispde-se para a absor¢gdo ou o substrato dispde-se numa camada

monomolecular. E um dos exemplos de rebocados contaminantes.

A SUA IMPORTANCIA

A técnica de cromatografia baseia-se exactamente neste tipo de adsor¢do. E um método de

eliminagao de impurezas e purificagao de proteinas como veremos em devido tempo.
Este fenomeno é a base de:
— Incorporagéo de substratos em receptores celulares
— Remocgao de contaminantes

— Técnica de cromatografia de adsorgao




— Método de eliminagéo de impurezas

— Purificagao de proteinas

COMO DETERMINAR A CAMADA ADSORVIDA

1. Método directo

a) Introduzindo na solugdo uma forma radioactiva do

adsorvato

b) Medindo a radioactividade do adsorvente apds a remogao

da solugao

2. Método indirecto
a) Determinacdo da quantidade de soluto no seio da solugéo, antes e apds o equilibrio com o

adsorvente.

b) Calculo do valor aparente de V a partir da variagdo da concentracgéo.

A forma normal de determinarmos a camada adsorvida, ou seja, a quantidade de substancia
adsorvida, é usando o método directo ou o indirecto. O método directo é extremamente contaminante e
caro ja que obriga a introdugdo de uma forma radioactiva no adsorvato, e o registo da radioactividade
desse adsorvato a superficie do sdlido. Obriga portanto a utilizagdo de métodos que obrigam a cuidados
especiais sendo normal recorrer-se a utilizagdo de um método indirecto. No método indirecto, a
determinagao da quantidade de soluto que tenho na solugéo, antes e apds o equilibrio de adsorgéao, é o
que habitualmente se faz. Depois, calcular o volume ou quantidade que, aparentemente se ligou ao
adsorvente a partir da variagdo da concentragao no seio da fase. Por isso mesmo pegamos no carvao,
sabemos qual a quantidade de acido acético inicial que vamos colocar em contacto directo com o carvao,
para logo depois da adsorgao registarmos a quantidade que ficou por adsorver para sabermos quanto foi

adsorvido.

ISOTERMICAS CARACTERISTICAS

Quando se utiliza o método directo, o que se obtém é aquilo que se designa por isotérmicas

individuais ou isotérmicas verdadeiras.

Ja que, sendo possivel marcar somente o
= Exemplo: Isotérmicas

soluto e registar a sua adsorgéo pelo adsorvente, eu individuais verdadeiras

Concentration adsorbed

posso determinar em concreto depois de medir a S

radioactividade, eu posso medir a concentragao S SO —

adsorvida em funcdo da concentracdo colocada em eoux

X= massa soluto adsorvido (Kg)

n= n° moles soluto adsorvidas

m = massa adsorvente (Kg)

¢ =concentracido massica (molar
ou molal)

moléculas que eu solvato, isto é, ndo consigo saber se Concston i ks x;= fracgdo molar soluto

contacto com o solido. No indirecto € impossivel

Concentration adsorhed
=]
&
\
Y

acontecer ja que o que eu mego € o soluto e todas as ue

U5z @z s o=




no carvdo ficou somente acido acético, ou se também ficaram ligadas moléculas de agua, o que é
provavel. Nessa altura, as isotérmicas s&o isotérmicas aparentes.

Estas isotérmicas ndo tém nada a ver com as outras.

O que se regista ndo € uma quantidade adsorvida real mas apenas uma quantidade aparente que
se expressa pela concentracdo adsorvida em fungdo da massa de adsorvente versus concentragdo
inicialmente colocada em contacto com adsorvente. A grande questio é porque é que na adsorgao de
liquido/sdlido se tem formagdao de uma monocamada e nao de multicamadas como na adsorgao
fisica? Sera que a adsorgido é fisica ou quimica, ou nao sera fisica com formagao de uma soé6

camada? Ou em definitivo uma adsorgao fisica?

Nado é normal a ocorréncia de formagao de multicamadas porque, se tivermos uma solugao,
ficamos surpreendidos que a ligagao soluto/solvente é muito estavel. Se ha moléculas que véo ficar ligadas
ao adsorvente é porque provavelmente a ligacdo soluto/sélido € mais estavel do que a ligagdo que tinha o
soluto com solvente. Se assim é, ndo é provavel que a ligacdo soluto/sélido, (¢ muito mais forte que a
soluto/solvente), entdo ndo é provavel que venham moléculas de solvente depositar e, assim, havera
exclusivamente formacdo de monocamada. Sé ocorrera formacdo de multicamada se eventualmente
houver uma adsorgdo quimica inicial e, por cima, uma adsorg¢ao fisica mas nao (?). Normalmente isso
acontece em relagdo ao contaminante.

Mas sendo uma adsor¢ao fisica com formagdo de monocamada, como distinguir da

verdadeira adsor¢ao quimica de um gas-sélido?

L angmuir Tsotherm
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Registam-se as diferentes isométricas a diferentes temperaturas e através dos valores registados
em cada ponto, faz-se a concentragao (ou quantidade de substancia adsorvida) vs concentragao de soluto
em contacto com o sélido.

Fazendo isso para diferentes temperaturas, podemos, registando o declive da recta em fun¢éo do
grafico, saber qual os valores de AH que neste caso 12.1 é extremamente baixo para imaginar se posso

saber se temos adsorgao quimica.
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Efectivamente ha adsor¢des quimicas de liquidos em sélidos. Nestas alturas € impossivel reverter
a reacgao.

Se tivermos um pouco de carvdo onde passamos adsorvente de refinados toéxicos, por mais que
se queira reverter a reacgéo, o toxico ndo mais se desliga.

Se no trabalho pratico registado nas aulas (adsor¢do do &acido acético pelo carvéao) se quiser, e
com o tratamento adequado, pode-se colocar o carvdo em condi¢des de ser efectuada nova adsorgéo.

Em conclusdo, podemos apresentar dois tipos de modelos para a adsor¢cdo de liquidos em
sélidos: o de Langmuir e o, meramente empirico, denominado isotérmica de Freudlich (ensaiado nas aulas
praticas).

Em concluséo.....

Isotérmicas de adsorcéo
aparentes para uma
substéncia em solucéo ou
numa mistura liquida

XM

Concentration

ISOTERMICA DE FREUDLICH APLICADA A ADSORCAO DE LiQUIDOS POR SOLIDOS

A aplicacdo do modelo de Langmuir a adsor¢ao liquido/sdlido pode ser representada desta forma:

bP be
O=——ouO=
1+bP 1+ bc

Naturalmente, tudo o que se refere a P (concentragdo do gas), posso neste caso substituir por C
(concentragdo de soluto), que nos é dado pelo registo de n°® de moles de soluto adsorvidas por unidade de

peso de adsorvente relativamente ao n° de moles de locais de adsorgdo por unidade de peso de

adsorvente.
— n,;-n” moles de soluto
= adsorvidas por unidade de
Entdo, sabendo que a constante & peso de adsorvente o _n 00
de equilibrio da reacgéo pode ser definida — n-n°moles de locais de n !
adsorgdo por unidade de
pela razdo entre a fraccdo molar (ou Cr peso de adsorvente
nch
n, =
1+bc

10



quantidade de soluto) vs a quantidade de solvente, eu posso exprimir a relagdo anterior pela seguinte
expressdo em que tenho uma recta em que, fazendo representar a concentragdo de soluto vs a massa de
adsorvato em fungéo da concentracgéo inicial, terei como ordenada na origem 1/bm e o declive 1/m.

Esta isotérmica é adequada para muitos pares adsorvente/adsorvato. Mas no momento em que

nao satisfaca, é possivel recorrer a isotérmica de Freudlich.

1 x c
o “Vsoluto e
e x
c solvente
®  Habitualmente..
1
tgor=—
C 1 C 1 m
- = - bm
x mb m
= C =concentracdo soluto
= X = massa adsorvato Cinicial

= M = massa adsorvente
v-serve para muitos pares adsorvente/adsorvato

v’-quando nao satisfaz aplica-se a equagédo empirica de
Freundlich

ISOTERMICA DE FREUDLICH

Freudlich, depois de fazer uma série de ensaios experimentais, verificou que a quantidade de

substancia adsorvida em fungcdo da massa de adsorvente era directamente proporcional a concentragao de
soluto elevado a um exponencial. Esse exponencial n que determina a maior ou menor interacgéo das
moléculas com o proéprio solvente, se caisse dentro de determinados limites, nomeadamente 0,1 e 0,7,

poderia ser usado para analiticamente determinar a quantidade de substancia adsorvida em fung¢do da

concentragao.
m E equacéo empirica de Freundlich representa satisfatoriamente
os resultados que se obtém para uma grande gama de valores
X _ KCcv? -t de © e para sistemas que n&o seguem o modelo de Langmuir
m
) ~ . m A equagéo pode ser derivada teoricamente, assumindo que o
K en sdo cons tanles calor de adsorgao decresce com o logaritmo de @
1
01<=—<07 c
n . ~ o .
B nrepresenta a interacgdo mutua das espécies adsorvidas
n e ¢ decrescem com o aumento
log Y =log K + o log C e = n>1indica que as moléculas adsorvidas se repelem umas s
m n outras.
Para isso, e porque a expressao que ele
inicialmente idealizou ndo dava uma linha recta, T

lcogi = logK-o—ilog C m
m n

que a expressao de x/m em fungéo de ¢ ndo da 1

era necessario lineariza-la. E no momento em

uma linha recta, logaritmizamos a solugédo e logK "

passaremos a ter uma funcgao linear.

n e ¢ decrescem com o aumento de

Esta equagao representa temperatura
n representa a interaccdo mutua das espécies

satisfatoriamente a maioria das adsorgdes de adsorvidas. ] ]
n > 1, indica que as moléculas adsorvidas se

liquidos em solidos e n representa a acgio  'epelem mutuamente.

loge

mutua das espécies adsorvidas. E quando ela é menor que 1, é previsivel que a ligagdo ao adsorvente
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seja muito forte, o que ndo acontece quando n é maior que 1. Ai, a repulsa entre as moléculas é téao
grande que dificulta o processo de adsorgao.

Se, depois de calcularmos experimentalmente a expressdo x/m e se representarmos a fungéo de
log x/m em fungdo de log ¢, podemos obter, segundo Freudlich, uma recta. Recta essa cujo declive, a
ordenada na origem é log K e o declive é 1/n.

O significado fisico deste equilibrio é, quanto maior for m, menor é a capacidade que o soluto tem
de se ligar a aquele adsorvente.

O valor de K no fundo, é a apeténcia inicial que o proprio adsorvente tem para o soluto. Sao
exactamente esses dois pardmetros que sao pedidos para registar no trabalho 1 e para fixar o

correspondente significado.

FACTORES QUE INFLUENCIAM A ADSORCAO

Existem diversos factores que influenciam a adsor¢gdo na interface sdlido-liquido. Nao

estabelecemos uma regra Unica, fixa.
1- Natureza do adsorvato e do solvente

* 1.1- Compostos inorganicos sado fracamente adsorvido, excepto halogéneos

+ 1.2- Compostos organicos alifaticos sao fortemente adsorvidos

» 1.3- Compostos aromaticos policiclicos com estrutura mesomérica sdo os mais fortemente
adsorvidos
2- Natureza do adsorvente

» 2.1- Adsorvente polar adsorvera preferencialmente o componente mais polar da solugao.

« 2.2- Adsorvente nao polar adsorvera preferencialmente o componente menos polar da solugao.

+ 2.3- O grau de adsorgdo numa série homdloga de substancias organicas em solugéo aquosa ,

por um adsorvente apolar, aumenta com o n° de atomos de carbono da série (Regra de
Traube).

» 2.4- A adsorcgao de substancias organicas , por umadsorvente polar, diminuiu com o0 aumento do

n° de atomos de carbono da série.

Um dos factores é o tipo de adsorvato e o tipo de solvente. Por exemplo, os compostos
inorganicos sdo mais fracamente adsorvidos do que os compostos organicos, excepto no que se refere aos
halogéneos. Tem a ver com a capacidade de ligacdo que eles podem receber devido & sua nuvem
electrénica.

Os compostos organicos alifaticos sdo fortemente adsorvidos. Por isso, devido ao carboneto
alifatico sdo substancias altamente toéxicas. Os compostos aromaticos policiclicos com estrutura
mesomérica também sdo fortemente adsorvidos. Tudo o que seja armado com radicais ja tem mais
dificuldade de adsorver. Esta sequéncia de adsorgao nao € para decorar, porque quando queremos saber
se determinado composto € mais fortemente adsorvido que outro, consultam-se tabelas onde estédo
referidas constantes de informacgéo para pares adsorvente/adsorvato. Porque muito embora isto aconteca
da forma qualitativa que foi apresentada, isto € se admitirmos que o adsorvente € o mesmo em todas as
circunstancias, ou seja, estou a comparar o que aqui se passa para 0 mesmo adsorvente. Mas se

entretanto mudar de adsorvente, eu ja ndo posso comparar situagdes diferentes porque adsorventes
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polares tém tendéncia a adsorver mais facilmente substancias polares. Ja os adsorventes nao polares
preferem adsorver substancias ndo polares. Semelhante adsorve semelhante.
Numa cromatografia, se quisermos que uma substancia progrida mais rapidamente numa coluna

cromatografica, e se for apolar, teremos que escolher uma coluna polar.

O grau de adsor¢cdo para um determinado adsorvente, uma série homodloga de substancias
organicas quando estdo em solugdo aquosa, aumenta com o numero de atomos de carbono, se o

adsorvente for apolar. Se for polar, acontece precisamente o contrario.

O &cido férmico tem menos atomos de carbono que | . a0 e acidos qordos = Adsorcao de acidos gordos

. . Ly sy s luca tol | de sil
o 4cido acético, o propiénico e o butirico. e agoosa et em folieno por gel de sfica

O grau de adsorgao do acido butirico € muito maior

Butirico

que o do férmico. / -
/’ ropionico
i Acético

Acético

Propiénico
Butirico

A quantidade de substancia adsorvida para a

Formico Caprilico

Moles adsorvidas
Moles adsorvidas

mesma quantidade colocada em contacto, € muito maior

para o butilico do que para os outros. Assim sendo, tenho

concentracao

concentracéo

de imaginar que este adsorvente tem caracteristicas
apolares.
No grafico que vem a seguir, vemos a ordem, que € inversa. Nesta altura, o adsorvente de utilizam

tem caracteristicas mais polares, como é o caso do gel de silica.

3- Concentragao do adsorvato

* 3.1- A adsorgéao é tanto maior quanto mais diluida é a solugao

+ 3.2- A dessorgao é tanto mais fraca quanto menor for a quantidade de substancia adsorvida

Outro factor que influencia a adsorgéo é a concentragdo de adsorvato. A concentragdo é tanto
maior, quanto mais diluida for a solugdo. Pode parecer um contratempo, mas ndo o é. Por exemplo, se
tivermos uma molécula aqui e outra ali, tenho a certeza de que nao vao “embicar” uma com a outra, e
portanto ndo vao a correr para o local de adsor¢ao. Desta forma, a adsorgao faz-se mais facilmente.

Se, pelo contrario, eu tiver moléculas muito juntas, elas vao todas a “correr” para os locais de
adsorgao. Isto vai entao dificultar a adsorgao.

Por isso, porque a adsorgao é tanto maior quanto mais diluida for a solugao, explica o dificil que é
remover quantidades vestigiais de um contaminante em determinadas substancias toxicas.

Se consultarem um frasco de reagente solido, véem que ha sempre uma listagem de impurezas.
Um reagente pode ter 99,9% de substancia pura, que é aquele a que se chama normalmente de reagente
pré-analise. Mas é impossivel remover essas impurezas que estdo em 1%, porque, estando elas téao
diluidas, elas facilmente sdo absorvidas. Sendo a remog¢édo um processo tado complicado, o reagente tornar-

se-ia extremamente caro.

4- Solubilidade do adsorvato
* 4.1-A adsorg¢ao aumenta sempre que a solubilidade do adsorvato diminui
* Explos:

» Meio &cido- acidos gordos e sais de amoénio quaternario
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» Meio alcalino- alcal6ides e bases organicas

A solubilidade do adsorvato também é outro factor que influencia. Isto porque quanto menos
soluvel for o soluto no solvente, se ele ndo sentir apeténcia pelo solvente, vai sentir apeténcia pelo
adsorvente sélido. Portanto a adsorgao vai aumentar sempre que a solubilidade diminuir do soluto no

solvente.

5- Caracteristicas fisicas do adsorvente

* 5.1- Porosidade, estado da superficie, valor da superficie total

As caracteristicas fisicas do adsorvente também determinam a adsor¢do, nomeadamente a
porosidade, o estado de superficie, inclusivamente o valor da area de superficie de adsorvente.

Quanto maior for a area de superficie, mais sdo. Quanto mais expurgado se fizer o adsorvente,
quanto mais tratado estiver o estado da sua superficie, mais rapido se faz a adsorgao. No que se refere a

porosidade, acontece da mesma forma.

ADSORCAO DE POLIMEROS NA INTERFACE SOLIDO-LIQUIDO

O que acontece em termos de adsorc¢ado para substancias ou moléculas pequenas, nem sempre

se aplica a macromoléculas, a polimeros.
O que acontece é que, no nosso organismo, (tirando o sddio, 0 magnésio e o potassio e essas
substancias que sado transportadas até as células) tudo o resto que nos chega as células, sdo substancias

macromoleculares.

A adsor¢do de polimeros, muitas
vezes N30 segue as mesmas regras que as
da moléculas pequenas. As isotérmicas que Adsorption of polymers
se aplicam a moléculas pequenas, ndo sdo * Porque  diferentes  factores =

influenciam a adsorcéo:

adaptaveis a adsorgao de polimeros. Por isso,
- natureza molecular das moléculas

muitas vezes € dificil prever, numa situagao - diferentes conformages nas
i L . cadeias macromeleculares
de diagnéstico, o que vai acontecer a T o e R
. .. cadeias e grau de agregacéo
determinado doente se for administrado algo (excluindo So?ugﬁes extreﬁaf,,:nte
diluidas)

que vai mostrar aquele componente para que
possa deixar outro ser adsorvido.

Exactamente porque ndo ha um modelo que se aplique a adsorgdo dessas macromoléculas, tudo
passa um pouco pela zona de imaginacdo do médico, que, muitas vezes por tentativas, vai conseguindo
originar o tratamento ao doente.

O que pode influenciar a adsorgao de polimeros é a natureza das moléculas, inclusive a sua
conformagdo (ndo tém todas a mesma forma: bastonete, redondas, esticadas...). Os sistemas
macromoleculares sao sistemas habitualmente polidispersos, ou seja, com moléculas de diferentes tipos.

Outro factor que influencia € o grau de interpenetragdo das proéprias cadeias e o estado de

agregagao em que elas se encontram.
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- A) experimentalmente  os
valores correspondem a
isotérmica de Langmuir mas
medidas independentes
indicam a formacdo de
multicamadas

- B) A fraccdo de substancia
adsorvida aumenta com o
aumento de temperatura

= Os biopolimeros tém um elevado n°® de grupos
guimicos que podem intervir na reaccao

= A alteracdo na forma tridimensional do pelimerc
depois de ter ocorrido a ligacao
Muitas vezes, parece que o modelo de BET é do tipo de Langmuir, e depois vai-se calcular a
fraccdo de substancia adsorvida em funcdo da temperatura e acaba por contradizer todo o modelo de
Langmuir. Por isso mesmo, a adsor¢cdo de polimeros ainda estad em estudo e ainda ndo € uma ciéncia

completamente estabelecida nem quantificada.

ADSORCAO DE LiQUIDOS POR SOLIDOS: ODER ADSORVENTE DOS SOLIDOS
O poder adsorvente, no fundo,
indica a quantidade que é adsorvida por AdSOI‘QﬁO de liqu.ldos por solidos:

uma determinada area de adsorvente, ou  poder adsorvente dos solidos
seja, pela superficie especifica do sdlido.

m Poder adsorvente

A forma de determinar & Quantidade de substancia adsorvida por cm2 de adsorvente (superficie

naturalmente pegar numa quantidade especifica ou superficie eficaz)
o ] = Como se determina?
definida de adsorvente, agita-lo com um 1- Agitar um determinado peso de adsorvente com um determinado volume de
solucdo
determinado volume de solug&o e depois 2- Determinar a diminuigéo da concentragéo de adsorvato na solugdo

T . 3- Calcular a quantidade adsorvida por grama de adsorvato
por um processo indirecto determinar a .
= Como se quantifica?

d|mU|g:ao da Concentragao de adsorvato X - quantidade de substancia adsorvida/grama

X
. . . u adsorvente
no seio da fase e a partir dai calcular a LSH :—XNXA M - peso molecular da substancia adsorvida
. . N - n® Avegadro
quantldade adsorvida. A - éarea ocupada por uma molécula de

R . adsorvato sobre a superficie de adsorvente
Para qué? Para depois de

determinar o nimero de moles, ou seja o x sobre m, quantidade de substancia adsorvida por grama de
adsorvente em fungcdo do peso molecular do adsorvente, multiplicamos pelo nimero de avogrado para
determinar o numero de moléculas, e pela area especifica de cada molécula saber o poder especifico de

um solido.

O que é o poder especifico de um sélido?
Parédmetro que nos indica que uma determinada superficie de um sélido tem a capacidade para

adsorver x moléculas de adsorvato, desde que a area especifica de cada molécula, seja uma determinada.
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Um exemplo classico deste calculo:

A desionizacdo da agua é feita através duma resina de permuta idnica, isto €, a agua passa
através duma resina catiénica, troca todos os seus catides, nomeadamente sédio, magnésio, potassio e
esperandos que n&o haja metais pesados como o zinco chumbo, etc. por H+.

Logo a seguir passa por uma resina anidnica e troca todos os seus anides, nomeadamente cloreto
ou outros por OH-. H+ com OH- d4 agua, agua pura sem ides.

Ora, ndo se pode pdr uma litrada de agua da torneira a circular por uma resina sem saber

antecipadamente qual é o poder adsorvente da resina, isto €, qual é a capacidade que essa resina tem de

adsorver a sua superficie um determinado numero de moléculas que existem na agua da torneira, quer

catides, como anides. E portanto, para isso é preciso saber:
1. a area especifica da resina
2. para depois calcular qual é a volumetria de agua da torneira que se pode fazer passar sem

ocorrer uma saturagao da resina.

Quem fala de um exemplo pratico

Classificacéo Geral Fases Tipo de Equilibrio . .
mévellestaciondria desses, também pode referir por exemplo
Liquido-liquido Particao entre liquidos imisciveis oda cromatografia_
Liquido- fase ligada Particdo entre liquidos e fases ligadas . L.
Liquido-sélido Adsorcéo A cromatografia, na maioria das
Liquido- solido Uit e le ) vezes, definida por cromatografia liquida
Liquido-selido Excluséo ionica
Gas- liguido Particdo entre gas e liquido utiliza como suporte, como fase
Gés- fase ligada Particéo entre géas e fase ligada estaciondria um sdlido e depois de
Gas -sélido Adsorcao L ) )
injectado uma determinada quantidade de
Cromatografia de | Fluido S.C - sélido Particéo
fluido supercritico solucdo promove a separagao por
diversos mecanismos, mas deve-se ter a

nog¢ao que a coluna deve ter 1Tm, 2m ou 1cm para poder suportar a adsor¢do desses compostos que estao
amostra de forma a permitir a sua separagao.

Portanto, pode-se antecipadamente, consultar um catalogo de colunas cromatograficas e uma das
caracteristicas que vem referenciada para o material que constitui a coluna, é efectivamente o seu poder
adsorvente.

Naturalmente que como qualquer calculo deste tipo ha limitagdes a sua determinacgao:

LimitagGes no caleulo da superficie activa
¥ solvatagéc do adsorvato
¥l ndo existéncia de uma saturacdo quantitativa da superficie solida

E impensavel que uma molécula de soluto seja por si s6 adsorvida. Naturalmente que ela esta, em
maior ou menor extensdo, isto é, traz com ela um conjunto de moléculas de agua e quando vai ser
adsorvida, vai naturalmente ser adsorvida parte do soluto e parte do solvente. Portanto, o valor a recolher
da adsorgao do sdlido € um valor mais ou menos aparente. Nao diz respeito exclusivamente ao soluto mas
sim a um misto do soluto e do solvente.

Por muito que se queira, nunca se consegue promover uma saturacdo completa de um solvente.

Nao esquecer que enquanto que, no caso de ter uma superficie de um sdlido/liquido, as forgas de ligagcao
gas-gas eram tao fracas que a distancia média das particulas era tdo grande que haveria pouca

probabilidade de interagirem umas com as outras, no caso de um soluto, isso ndo acontece. Portanto,
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quando duas moléculas estdo muito préximas geralmente vao competir as duas para o mesmo local activo
e muitas vezes o que acontece é que quando as duas querem o mesmo lugar nenhuma o ocupa e como
tal, ficam buracos a superficie do adsorvente, visto que ndo se conseguem ligar naturalmente ao local.
Claro esta que toda esta determinagao se faz com solugdes muito diluidas e sobretudo, com a forga idnica
das solugdes ajustadas.

Sabe-se que os ides que existem em solugdo tém uma determinada actividade iénica. Quando
existe um ido e logo imediatamente a seguir outro e outro e outro, isto €, quando a forga dos ides, a forca
idnica da solucao é muito elevada, o que vai acontecer o que ja foi referido, eles nem que queiram inverter
as suas fungbes, ndo conseguem porque tém um conjunto de nuvens electronicas a volta que impede

actuarem como..

Entao o que é que é normal fazer?

Para deixar que um ido se separe doutro e ele proprio possa ter a sua actividade iénica, utiliza-se
aquilo a que se chamam ajustadores de forga idnica. S&o electrdlitos, normalmente concentrados e
normalmente muito dissociados que véao fazer o qué?

Exempilo:

Um calcio fica rodeado de i6es negativos de um electrdlito, por exemplo cloreto de sédio, vai

ficar rodeado de cloreto e naturalmente ja ndo tem tendéncia a “imbicar”, com outro calcio que possa estar
em solugdo. Portanto, ha forga idnica ajustada, isto €, adicionando electrélito de forma a que o ido inverta a

sua propria actividade iénica.

Onde tem lugar a adsorg¢ao de liquidos em soélidos?

Exemplo da prof.1 . ]
Onde intervém a adsorgéo ?

Primeiro o tratamento do vidro /] tratamento do vidro com compostos de silicone
com compostos de silicone E certo que o ¥ utilizagdo de frascos de plastico no acondicionamento de
’ reagentes
vidro, sendo constituido por radicais SiOH, 7 processos separativos por utilizagéo de filtros de nitrocelulose

/] pré- concentragdo por adsorg¢do

portanto silicio, tem tendencia, como é uma o catalise enzimatica

substancia extremamente polar, a adsorver [ sintese macromolecular
I regulag@o genética

substancias polares. 1 separagdo analitica

Exemplo da importancia da adsor¢ao

Historinha 1: “Ha uns anos no laboratério aconteceu uma coisa interessante. Todos os baldes
volumétricos tinham umas tampas vermelhas e na altura estava-se a fazer um estudo daquelas lougas de
barro que quando vitrificadas levam cadmio. O cadmio é altamente téxico e estava-se a fazer um estudo da
cedéncia do cadmio em determinadas situagbes de gordura, de lavagens... E preparados os padrodes,
quando se iam a ler as amostras que resultavam da lixiviagdo dos materiais de barro, dava-se conta que os
valores de cadmio eram brutalmente altos.

Toda gente ficou muito admirada pensando que meio mundo estava intoxicado. S6 depois é que
demos conta que aquelas tampas vermelhas cediam altas concentragdes de cadmio, sé que nao cediam a
solugdo. Tinham uma particularidade. Ficavam todos adsorvidos no baldo volumétrico.

Naturalmente que quando o processo de acidificagdo, porque o cadmio tem de ser medido em

condi¢gdes de pH muito baixas, se introduziam as amostras dentro dos baldes, elas iam adquirir para além
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do cadmio que existia nelas proprias, ainda iriam adquirir o cadmio que pela dessor¢éo do vidro voltava a

solugado.”

Ha determinadas situagdes em que o vidro exige tratamento com silicone. O silicone € um material

inerte, € um polimero.

Historianha 2: “Um aluno de doutoramento desta casa estava a estudar as aminas biogénicas. As
aminas biogénicas tém um papel muito importante. S&0 um dos compostos presentes no vinho que fazem
bem a saude. O aluno ja estava a meio da tese de doutoramento, toda a gente e nos livros vinha a dizer
que o vinho tinha aminas biogénicas e ele ndo as encontrava. O que é que acontecia?

As aminas ligavam-se fortemente aos grupos OH do vidro e ficavam adsorvidas ai. Quando ia a ler,
por técnicas extremamente extensivas, dava a conta que ndo havia nenhumas aminas biogénicas, porque
estavam todas agarradas ao vidro. Isto, embora possa parecer que ndo tem importancia nenhuma, fez com
que fosse feito um alerta aos produtores de vinho, que comecaram a fazer tratamentos especiais as
garrafas antes de colocar o vinho |4 exactamente para proteger as aminas que ficavam |a agarradas e
provavelmente outras coisas que pudessem ser pesquisadas. Por isso muitas vezes, vocés notam que ha
determinados reagentes especificos que nao sdo guardados em recipientes de vidro. A utilizagdo de

frascos de plastico para o seu acondicionamento é perfeitamente justificada.”

Os processos separativos com filtros de microcelulose também sdo um exemplo exemplo tipico de
ocorréncia de adsorgao. Muitas proteinas ficam adsorvidas aos filtros de microcelulose e no momento em
que ha uma caracterizagcdo das mesmas elas escapam ao individuo que esta a fazer os testes de
calibragdo exactamente por ficarem retidas nesses filtros.

Uma técnica que utiliza a adsorcdo em termos analiticos € a_pré-concentracao por adsorcéo.

Qualquer processo de detecgdo, sejam fisicos ou quimicos tém um determinado limite de detecgéo, a partir
do qual é impossivel medir alguma coisa.

Exemplo: Por isso é que os atletas andam sempre a ludibriar toda a gente, porque arranjam
drogas para os fazer saltar mais ou correr mais rapidamente e que ndo sejam tao facilmente detectaveis
pelos processos analiticos que existem.

Claro que atrés deles, vao os investigadores desenvolver um processo analitico para poderem
detectar essas drogas. Muitas vezes o que acontece, quando se quer determinar um determinado
parametro quimico, ele existe em tao baixa quantidade que o sistema de detecgao que nés possuimos nao
tem possibilidade de o detectar.

Das duas uma:

1. ou deitamos aquele sistema de detecgéo fora e compramos uma coisa que muitas vezes
custa milhares de contos mas também tem as suas limitagbes em termos de utilizagao

2. ou entao fazemos o que se chama uma pré-concentracéo da amostra.

Fazer uma pré-concentragdo da amostra
E usar um sélido em p6é com determinadas caracteristicas das quais nés sabemos qual é o poder
adsorvente desse solido e fazer passar um volume da amostra durante um determinado tempo, para ficar

retido o pardmetro analitico que pretendemos analisar e depois por processos de eluigao sai todo aquele
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analito, mas de uma forma concentrada que ja podera ser detectada pelo sistema de detec¢do que nés
possuimos. No laboratério analitico, 0 que mais se destaca da adsor¢ao sao as técnicas quer analiticas de

separagao, quer preparativas de separagao.

Das técnicas de adsorcao de laboratério, Adsorcao no laboratério

] técnicas analiticas de separacéo

a que mais se destaca é a cromatografia. Na

cromatografia, basicamente, o fundamento é que ¥ técnicas preparativas de separacéo

varias moléculas sdo adsorvidas a tempos . )
Cromatografia, o que &7

diferentes . - . ~ .
’ Técnica na qual varias moléculas sdo adsorvidas

exactamente porque as afinidades

para o adsorvente s&o diferentes conforme o tipo
de ligagdo que se vai estabelecer. Ha ligagbes
mais fortes entre o analito e o adsorvente e depois

de definidas as condigbes quer de pH, quer de

por um adsorvente, sob condi¢des definidas de
pH, forga idnica, solvente, temperatura, etc, até
gue se estabelega um equilibrio entre a
quantidade de adsorvato a superficie e a sua
concentrac&o no interior da fase.

forga idnica, quer de qualidade solvente, quer de temperatura, entdo é possivel estabelecer um equilibrio
dindmico a tempos diferentes de forma a que haja uma separacédo quer qualitativa, quer quantitativa das

espécies que constituem a solugao.

Na cromatografia ou nas Quais as etapas envolvidas?

] adsorcéo

técnicas de separacao ha duas fases que ¥l dessorcao (eluigo)

estéo envolvidas.
. N ‘ ia?
1. Ha uma fase de adsorgéo Quantas fases necessita a cromatografia®
2. outra que implica naturalmente M fas i Ea_dsorvente) - liquido ou um sdlido
. - , imiscivel na fase moével fixado numa coluna ou numa placa.
uma eluigédo ou dessorg¢ao do analito.

A fase de adsorgcao ocorre na

V] (adsorvato) - um gas, um liquido ou um fluido

chama a supercritico no qual a amostra é dissolvida

aquilo a que se parte
estacionaria, que é o adsorvente, que
pode ser um solido, um liquido, a unica coisa que ele tem é de ser imiscivel com a parte movel, ou seja,
com o liquido que transporta o analito e que constituira o adsorvato. (quadro de classificacdo de
cromatografias) Sdo todas cromatografias de adsorgdo, isto €, hd sempre um processo de adsorcao
envolvido.
Mas para além do processo de adsorgao ha outro processo que se junta a adsorgdo. Num slide
anterior, ha:
» um processo de aproximagao,
» logo a seguir um processo de penetracéo
» e s0 depois um processo de adsorgao com formagao de monocamada.
Portanto, em todas essas cromatografias € isso que acontece, hd sempre processos de adsorcao
envolvidos, mas para além disso ha outros mecanismos que muitas vezes se sobrepdem ao processo de

adsorgao.
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CROMATOGRAFIA DE ADSORCAO

E a mais vulgar;

Como funciona...

Pega-se numa plaquinha com silica, . ..
M o adsorvente ou fase

com um estilete aplicaram uma amostra e estacionaria encontra-se, geralmente

.
*  Solric adsorbed

o e onsurce f saturado e perde a sua eficacia

depois poe-se esta placa a desenvolver g, o e sempre que uma camada
. AT monomolecular, das substancias a

num solvente apropriado. Naturalmente que, oy - separar, recobre toda a sua
a substancia tem uma determinada i superficie . Separacéo baseada
Adsiephon SO principalmente nas diferencas

entre as afinidades de adsorcéo
dos componentes da amostra
para a superficie do adsorvente
solido

afinidade para a silica, o analito tem uma
determinada afinidade para a silica, mas
também tera alguma afinidade para o
solvente que promove a subida do analito. E de acordo com essa afinidade as substancias s6 migram até

determinado ponto, outras sobem mais.

Naturalmente que essas barras de separagao podem ser

load add 1996 B. M, Tissue . . . - ~ ~
sample  solvent wesmedzon —— Utilizadas para identificacdo dos compostos que estdo em solugao.
column Logo a seguir o processo esta aqui indicado, portanto ha
containing . . .
tationary uma coluna com material de enchimento. Isto pode ser feito em
phase ot coluna mas também pode ser feito em placa. A amostra é
colles

\/ 'wf ‘= compoments colocada no cimo desta coluna e naturalmente de acordo com as

afinidades relativas vai haver separagao das substancias, que vao

saindo a tempos diferentes da coluna e serdao naturalmente quantificadas e qualificadas.

CROMATOGRAFIA DE PARTICAO

Para além de haver uma adsorgéo, ha

" . | a eficiéncia depende
teoricamente do coeficiente de
partilha de acordo com:

efectivamente um equilibrio que depende, quer

Solute desohad
in liguid phase
— coatan on sufface
* ot sold support
.

da concentragdo da substancia na parte mével a .
—L = @ = const.
. C,

2

separar, quer da concentragao substancia na
E

caracteristicas de polaridade,

e

parte estacionaria. isto ditado pelas

= C,= conc. subst. separar, na fase mavel

Pariiten chromatography

nao so6 do C,=conc. subst. separar, na fase estacionaria

solvente, mas também da solugao.

Um sensor potenciométrico é um

Separacéo baseada na diferenca de solubilidade dos componentes
da amostra , na fase estacionaria (cromatografia gasosa) , ou nas
diferencas entre as solubilidade dos componentes da amostra na

instrumento analitico constituido por uma

fases movel e estacionaria (cromatografia liquida)

membrana dita sensora que nao sabe qual é o

ido calcio nem o nitrato, nem a dopamina,etc... mas trata das suas caracteristicas fisico-quimicas, e essas
carecteristicas sao planeadas pela pessoa que controla os sensores.

De acordo com essas caracteristicas, o que vai fazer é estabelecer uma ligagdo com os ides que
existem em solugéo. Ora esses ides vao ficar ligados a uma espécie quimica que existe na membrana
chamado sensor ionico, vao ter uma determinada afinidade para esse sensor i6nico mas também vao ter
afinidade para a solugdo onde estédo contidos. E é exactamente este equilibrio, esta partilha do ido entre a

membrana e a solugdo que vai ditar a maior ou menor capacidade de detecgéo. E por isso mesmo € que
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nao ha coisas super-selectivas, ndo ha processos de deteccado especificos, o0 que ha é processos de
deteccdo mais ou menos selectivos e entdo um meétodo analitico deste tipo com certeza, tanto pode ler um
nitrato como pode ler um cloreto, como pode ler um sulfato. Agora, vai ler mais um cloreto relativamente ao
nitrato e ao sulfato se o coeficiente de partilha Ihe for favoravel para ser adsorvido.

Aqui estd na cromatografia de particio como é que
Chromategraphic o=
Process

tecnicamente se processa. Naturalmente que acoplada a coluna

onde se da a separagdo ha um sistema de detecgdao que de

acordo com a concentracéo e de acordo com a leitura da banda BB pistribution: g .
K= CdCn
de separagdo vai dar origem a um pico, pico esse que € J
- }L |
proporcional a concentragdo do ido. Naturalmente que o tempo " — -

Elution through the Column
v Chromategram

que demora desde a aplicagao da amostra e a saida da amostra

L ]

nos da indicagdo da maior ou menor facilidade que esse iao tem para se soltar da fase estacionaria. E os
ides que ficam demasiado agarrados a fase estacionaria, isto é, que o tempo de partilha é favoravel a fase
estacionaria, vao ficar retidos mais tempo e é esse tempo de retengdo que nos permite fazer a

caracterizagao das substancias.

Os parametros cromatograficos mais caracteristicos sao:

» o factor de retengao;

Parametros cromatograficos

» o volume de retengao, isto é, a quantidade @ factor de retengdo (R)

de eluente que eu tenho de deitar para fazer @ yolume de retengao

sair aquela banda; I tempo de retengao
» o tempo de retencgao.
Adsorventes
M ter gréo fino (1-10p)
que eu gostaria de destacar é que tém de ter grdo fino (quanto [ serinsollvel no solvente a utilizar
1 ndo reagir com as substancias a separar

Os adsorventes ha varios e as uUnicas caracteristicas

maior for a superficie, maior sera a adsorgéo), naturalmente _ -
M possuir grande actividade (poder adsorvente)

que nao podem ser soluveis na solugédo a analizar, ndo podem

reagir e tém que ter um grande poder adsorvente, ou seja, uma grande aptiddo para promover a adsorgao.

(tipos de adsorventes)

MATERAIS ADSORVENTES MAIS COMUNS

» Carvao activado

» Alumina activada % 20fmuene .
> Gel de Silica ; |
> Resinas naturais (zedlitos) 2 o] Loy ko scia
~ E Woline T“""P"E"E .
» Adsorventes polares e néo =l | Ammania
polares \ _ Histidine c st |
. . S CIEY:T] 52 50 T oz WO0e 17 138 Ew %3 W
Destes todos, as resinas naturais LD Salvent. change

Effiuers m

estdo a cair em desuso, sendo por isso

substituidas pelas sintéticas.

Fig. 1. Separation of a mixture of amino-acids on a starch chromatogram, as shown
by analysis of the effluent. (S, Moore and W. H, Stein, [. Biol. Chem,, 178 (1949) 53
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Aqui esta o exemplo tipico de um cromatograma em que se processa a separagao de aminoacidos
e onde vocés véem que a tempos diferentes vao saindo os diferentes aminoacidos e de acordo com a

concentracéo deles na solugao os picos se tornam mais ou menos altos.

A cromatografia de troca iénica € muito parecida com a cromatografia de adsorgdo s6 que com
uma pequena particularidade.
Na troca idnica:
= Parte estacionaria: uma resina
= Parte mdével: uma solugdo aquosa a diferentes pH's.
Nas outras cromatografias (ou sera s6 na adsorgao?):

= Parte movel: solventes organicos onde se joga com a polaridade dos solventes.
O processo que estd envolvido na separagdo dos ibes sao ligacbes electroestaticas que se

estabelecem entre o analito e a resina e de acordo com a forga dessas forgas assim o analito podera estar

mais ou menos ligado. Dentro da cromatografia de troca idnica ha varias terminologias.

CROMATOGRAFIA DE PERMUTA IONICA (15.11)

Processo de purificagdo (passagem da solugao por resinas onde se da a troca dos ides por outros,
por exemplo Ca2+ --> Na+).

A cromatografia de permuta iénica é efectivamente utilizada como técnica de separacéo.

Existem varias técnicas analiticas separativas e entre elas destacam-se as cromatografias. Dentro

das cromatografias destacam-se as de permuta iénica ou de troca iénica.

A grande diferenca que

Mobile anions

V. @ @  heldnear cations

—— that are covalantly

idbnica e a cromatografia de adsorgao e ) attached Io
J stationary phase

existe entre cromatografia de permuta

€ a seguinte: a fase estacionaria é

uma fase solida que contém anibes "
‘x . e
ou catides, e que, embora estejam
@® T Anion-exchange
@®  resin only

. , . ., . . anons can be

estacionaria que é habitualmente uma ) aliracted 1o il

covalentemente ligados a uma fase

i = lon-gxch h
resina, podem ftrocar idbes de carga Anga chrmAkgrapty

oposta que se encontram em suspens&o.

Naturalmente que a ligacdo desses ibes que = Permuta iénica —envolve a separagdo de um tipo de
iao num composto, noutro (Ex. permuta de Ca2*, Fe2*

estdo em solugdo mais a resina, se faz através de em Na* na agua)
. - m Cromatografia de permuta iénica — envolve a
forgas mais fracas do que forgas electrostaticas e permuta sequencial e eluicdo de ides através de uma
coluna. A retencédo € baseada na atraccao entre os
ibes do soluto e as cargas superficiais da fase
estacionéria
m Cromatografia iénica - © mesmo que na
existirem outros ides cuja afinidade para a resina seja cromatografia de permuta iénica mas com processo
de deteccéo incluido

permite que apdés a adsorgdo e por um determinado

tempo, eles sejam removidos, se entretanto no eluente

maior do que a afinidade que os proprios ides ligados ja
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possuem.
Existem varias classificagbes para a cromatografia de troca idnica. O fenédmeno em si € um
fenébmeno de permuta. Podera também ser designado por cromatografia de permuta idnica ou

simplesmente cromatografia ionica.
No fundo a base é a mesma embora hajam designacdes diferentes e como vos disse, a retencao

das moléculas de soluto com as bases “quaternarias” através de cargas superficiais.

MECANISMO DE TROCA IONICA

Ex.: A coluna tem uma resina que pode ser de dois tipos. Pode ser uma resina catidnica ou uma

resina aniénica. Normalmente as resinas sao polimeros elevados que tém radical comprido, que é
extremamente insolivel e na ponta tém o chamado ido volatil, um ido que € mdvel que facilmente se

destaca daquela ligagcao e em troca doutro mais sedutor que passe ao lado ele permuta.

Entao e o que aqu' eSta FRIMCIFIO DE LA CROMATOGRAF|A DE INTERCAMBIO IGMICD

representado neste esquema. ——— @_\-\ g
Imaginem que eu tenho uma resina [ ‘u.:l,+._ Las pariiculas cargadas nogativamento 5 solis -
y J se unen a |2 matiz sdlida cargada Liquid _G}. = .
PR »— " e pasitivaments, y son retenidas
sddica, portanto tenho o corpo da ’,_+ I ®/ =
2 & A o® L35 particuias cergadas positvamants =
. , y & Ny o son rechazadas par la matriz stiida & iz
resina que é o tal polimero e na = i o ;-e cargada postivarmente y Sen eluidas = -
A ) - =l -
i L 3 — 8\ N N
ponta tenho um ido de sodio que g | = o LI 0 PR b i
. - . - ) = 45 » o pH del solvente hasta igualarioa su
esta ali ligado numa ligag&o mais ou o @R | i ot v sicum
o o ¢ 2
menos  fraca, numa ligacao e |

electroestatica e ele nao resiste a

passagem de um H+. Quando o H+
passa o que vai acontecer ¢, porque | RES - Na* + H* = RES - H* + Na*

a ligagdo do H+ ao corpo da resina
€ muito mais forte, logo faz saltar o Na+ e fica preso o H+. O mesmo acontece com a resina anidnica.
Portanto a resina é constituida por um radical polimérico que aqui esta representado por resinas e
que tem ligado um ido, neste caso o sédio ou outro qualquer. A presenca de um ido naquele local, que
neste caso é o H, estabelece-se um equilibrio de troca em que H" vai ficar retido temporariamente a
superficie da resina, libertando-se para o meio o catido sddio. Este processo ocorre a tempos diferentes
conforme a maior extensao de ligagdo do ido a resina.
E esse um dos processos que é muito utilizado na purificagdo de &guas com concentragdes
elevadas de NO3- que sao os percussores das nitrosaminas. Isto é bastante utilizado em Inglaterra, devido

aos altos niveis de nitrato nas suas aguas.

1. 2 3 4. S
Starting Adsorption Start of End of Regenaralion

Exactamente porque a resina tem muitos grupos conditons | of sample | desorpion | desorpion

substancas

. \ . o . A H A * & & o o o
carregados e portanto ligados a fase estacionaria, permite | g _ @/ o o o | e e ®| 0 & o
~ - .~ (=] ry [s] (=] Q
uma permuta em grande extensdo de varios ides e a OO ‘_ O_ ‘@*}.‘ O@O
permuta pode facilitar a preparagao quer de anides quer |°2——% | BE~~a | B0 o te | LTS
O 0O | a & & - m| e
de catides, de acordo com o ciclo de permutador que pode coe A 4 a|000

21 Starting buffer counter-ions : Substances to be separatec o Gradient ions

ser catidnico ou anidnico.
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CARACTERISTICAS DE CROMATOGRAFIA DE PERMUTA IONICA

Uma caracteristica deste tipo de cromatografia € a fase estacionaria que é sdlida e inerte, e

habitualmente o eluente (fase moével) ser constituido (ndo por um solvente organico como nos casos
doutras cromatografias em que a separagao se baseia ndo s6 na adsor¢do mas também num coeficiente
de partilha entre um ido, um eluente e um ido da fase estacionaria) por um tampao que contém iées que

podem ter mais ou menos afinidade com a resina do que aquele que esta temporariamente ligado.

Diferentes tipos de resinas permutadoras usadas

Existem varias fases estacionarias normais:

m Particulas porosas poliméricas (formadas por co-
polimerizacdo do estireno-divinilbenzeno)

= Particulas peculiarmente e superficialmente porosas
(formadas por recobrimento de uma resina
permutadora num nucleo impenetravel)

= Particulas totalmente microporosas com fases
ligadas

As de edlitos que sao produtos naturais que durante muito tempo fizeram parte da constituicao das
resinas de troca iénica, eram muito utilizadas. Hoje em dia, as fases estacionarias mais habituais resultam
da co-polimerizagédo do divinilbenzeno com o poliestireno dando um polimero que tem uma cadeia mais ou
menos intricada. Essa cadeia de acordo com a reticulagdo que Ihe é dada, e essa reticulagao advém-lhe
do grau de polimerizacdo da propria resina, confere mais ou menos selectividade ao processo de
separagao.

O tipo de permutadores habitualmente utilizados sdo aqui referidos co-polimeros, estirenos e
divinilbenzenos, sdo os que tém maior expressao em termo de utilizacdo de cromatografia iénica. No
entanto, também podem ser constituidas por particulas microporosas com fases ligadas ou permutadores

idnicos organicos.

Classificagao das resinas

E importante saber que existem dois tipos de permutadores: catiénicos e aniénicos.
o Os anidnicos contendo grupos carregados negativamente.
o Os catidnicos contendo grupos carregados positivamente.

(NOTA!- nos acetatos da professora esta mal)

— Como fortemente ou fracamente acidas
» Permutador cationico fortemente acido, ex: RSO,
+ Permutador cationico fracamente acido, ex: RCO,
« Permutador anidnico fortemente basico, ex: RNR';*
» Permutador anionico fracamente basico, ex: RNR,'H*

As resinas de permutador cationico fortemente acido (ex: RSOj3’) permitem a separagéo a todos os
valores de pH. Aqui o controlo é feito basicamente pelo pH, ou seja, pela concentragdo hidrogenionica do

tampéo que é utilizada no eluente.
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Como permutador fracamente acido temos o RCO,, esse ja s6 permitem separacdo quando os
pH s&o superiores aos valores de pK da substancia a determinar.

No caso de se tratarem de permutadores aniénicos também eles poderado ser fortemente basicos
e também tém a vantagem de poderem ser utilizados num reino completo de pH, ou entdo fracamente

basico que permutam sé a valores de pH inferiores ao valor de pKa.

EQUILIBRIO DE DONNAN

O equilibrio que se da numa resina, se considerarmos um permutador catiénico na forma do ido

Na® (catido sédio), e se quisermos passar uma solugéo envolvendo ides Li*, o que vai acontecer é que o
sodio vai permutar temporariamente com o litio e estabelece-se um equilibrio cuja constante de equilibrio
no fundo determina o coeficiente de selectividade da propria resina, isto €, diz-nos qual a capacidade que a
resina tem de fixar o litio em substituicdo do sddio, em maior ou menor extensédo do que a fixagao do sodio
a propria resina. Este equilibrio da-se quando as concentragdes dos ides no eluente sao superiores a
concentragdo do ido na proépria resina e determina o chamado equilibrio de Donnan, que representa o
equilibrio de cargas que existe quer a superficie quer no exterior da resina.

E este equilibrio que se passa ao nivel das nossas células. As trocas de soédio/potassio nas
nossas células (que determinam a bomba sddio/potassio que tem implicagdes no funcionamento cardiaco
[ritmo cardiaco, etc.]) estdo dependentes de uma permuta idénica que € definida através de um equilibrio
que acaba por determinar a concentragéo de ides fora das células e no interior. Ha formas de alterar este
equilibrio, quer por medicacgao, quer por outros processos ciclicos.

Exactamente porque a carga interna da resina é consideravel, a possibilidade de atraque de ides
a resina é favorecida. Se tiver um ambiente iénico sedento de cargas, é mais facil de captar ides do que de

rejeita-los, e por isso ocorre o tal fendmeno de troca iénica: o equilibrio de Donnan.

O equilibrio de Donnan pode ser representado como aqui esta indicado:

Se considerarmos UM » Refere-se ao equilibrio entre os ides no interior da fase liquida e

permutador aniénico fortemente basico os ides no interior da fase solida (resina)
. . . o . m Para uma resina aniénica R* e a sua forma cloridrica Cl-, imersa
que esta na férmula de anido CI (isto €, numa solucéo de KCI

temos um polimero de resina e na ponta ® [K'lint [Cl Jin= [K*]ext [CF Jext (1)

temos ligados ides cloreto) e se _ .\ ..o oo R+ [K iy = [ClF it 2)

quisermos passar uma solugdo de cargas

Cr,, o balanco de cargas que ocorre dentro ™ Como ~[K+]ext = [CI- ... segundo o balanco de cargas, entéo a
B equacédo 1 vem:

e fora do permutador, a concentragéo de 5 [k Tt (IR 1K e ) = [K o 2

R" da resina mais a concentragdo de ides

K', tem de ser exactamente igual a ™ Porisso:[K'l. > [K ],

concentragdo de CI no interior da resina, isto porque tem de haver electroneutralidade e s6 assim se

entende que as cargas positivas no interior da resina se igualam as cargas negativas. No exterior da resina

também tem de haver electroneutralidade, esta a passar KCl, entdo a concentragao fora da resina de K™ é

igual a de CI".
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O produto i6nico dentro e fora da resina é dado pelo produto das concentragdes dos ides quer do
interior quer do exterior.

Se combinarmos as duas equagdes vamos chegar a uma equagéo final onde se conclui que a
concentracdo de K' fora da resina tem de ser maior que a concentragdo no interior. Isto vai contra aquilo
que foi visto acima, que a concentragao de ides num ambiente idnico exterior tem de ser sempre superior a
concentracao de ides no interior da resina. Quer dizer entdo que a troca se faz por balango de cargas, ou
seja, por um balango de massas.

Se eu passar uma solucado diluida frente a uma concentrada, € muito mais provavel que a
concentrada troque os seus ides que a diluida, mesmo que os ides da diluida tenham mais afinidade para

a resina do que os da concentrada.

SELECTIVIDADE E RETENCAO

= Afectada pelo tamanho e carga do i&o solvatado
» pH da fase movel

— 1. Os permutadores ionicos ligam-se fortemente a iGes com cargas
elevadas, com baixo raio de hidratagdo e elevada polarizabilidade

— 2. Porisso a ordem de selectividade é geralmente:

» Concentrac&o total e tipo de espécies idnicas na fase movel

pu4+ >> La 3+>Cea+>pr3+>Eu3+ >Y3+>SCS+
® Adicao de solventes organicos ao eluente > Al 3 >>Ba2*>Pb2*>8r 2> Ca?2*>Ni2* >
Cd 2+>Cu 2t >Co2*>7n 2+>|V|g 2+>U022+
>>Ti*t>Ag*>Rb* >K*>NH,*>Nat>H*>
» Temperatura da coluna Li+

A ordem de permuta (ou sequéncia de permuta), esta dependente ndo s6 da quantidade mas
também é definida por um parametro que defende o potencial idnico. Potencial idénico € o potencial de
cargas i6nicas que existem no interior e exterior. E definido como carga do ido/raio do i&o.

Um ido de carga elevada tem muito mais probabilidades, do que um ido de carga pequena, de
chegar a resina e estabelecer uma ligacao. No entanto, ndo basta isso. Se o ido for de carga elevada mas
tiver um raio grande, vai demorar mais tempo a chegar a resina, e a sua troca sera dificultada frente a
outro ido que tenha maior carga mas um raio iénico menor. Esse vai migrar muito mais facilmente e vai
competir com o outro, mas, porque chega mais depressa, liga-se mais rapidamente.

Quanto maior for o potencial idnico, mais firme é a ligagdo do i&o ao permutador. Significa isto
que, ides com elevada carga, promovem extensdes de permuta muito maiores que os de menor carga e,
naturalmente, os substituem. No entanto, tudo isto é relativo pois depende inclusivamente da concentragao
do ambiente externo da resina.

Entdo, a reprodutividade dos permutadores catidénicos € por consequente muito maior que a dos
anionicos.

Os efeitos de concentragdo podem alterar essa ordem de previsdo de separagdo. Significa que,
quando estamos a fazer cromatografia idénica, podemos escolher como eluente ibes que tenham menor
carga do que o ido que esta a ser preparado, para facilitar a ligagdo do ido a ser preparado. Mas, quando
quisermos retira-lo, s6 temos que substituir o eluente por um ido de maior carga que naturalmente vai
concorrer com a resina muito mais facilmente, libertando o outro e deixando que ele elua.

Por essa razdo, em fungdo do potencial idnico, a sequéncia de selectividade que é normal

acontecer para os diferentes ides, € a que se encontra acima representada.
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Por exemplo, o Ce* & muito mais faciimente ligado que o Li*, e o Li" muito menos ligado que o
Zn**, devido as suas cargas.

A cromatografia ou separagao por permuta é ainda alterada por outros factores como o pH da fase
inicial, a concentragao do sal e o tipo de espécies idnicas na fase médvel, a adicdo de solventes organicos
ao eluente e a temperatura da coluna. A adicdo de solventes organicos ao eluente que pode ter de
acontecer eventualmente, vai fazer com que os solventes organicos modifiquem a polaridade no meio e
assim vao modificar a polarizabilidade do i&do. Ao acontecer isso, vao fazer com que ele possa estar em
estados de oxidagao diferentes.

Aumentando a temperatura, aumenta a energia cinética dos ides e, por um lado, esta-se a
favorecer a sua migragao a resina, a sua ligagdo. Mas se a temperatura for demasiado elevada, acontece
exactamente ao contrario porque aquela agitagdo vai contradizer a absorgdo que tem de ocorrer ao nivel

da resina.

ORDEM DE ELUICAO

1 vi i i ELUTION ORDER IN ELUTION ORDER IN
Tudo o que foi visto anteriormente pode ser traduzido EL LGN IORDERIN ELUTIGNORRERIN

I .~ 1 2 3
nesta imagem em que se pode ver que a ordem de eluicéo SAcNOH e
1 2 3

Lo - . Ck  NO; NO,

neste caso, tratando-se de um permutador anionico, o Cl é o e

NO; SO, $O,

que fica mais tempo retido na coluna, significa que a ligagcéo

com o permutador € muito mais forte do que por exemplo, o

wzZovwuma

acido acético.

mMwZ0ovwma

m

No caso de se tratar, por exemplo, de um nitrato em
relacdo ao cloreto, reparem que o nitrato fica muito mais i i3 v o
tempo que em relacéo ao cloreto. A densidade, embora a carga seja a mesma, aqui ndo é um problema, o
potencial idnico é uma relagdo que obriga a selectividade, € uma relagdo entre a carga e o raio ionico.
Muito embora a carga seja a mesma, o que acontece € que o raio do cloreto é consideravelmente maior
que o OH. Significa que a sua retengéo € enorme, maior durante um certo tempo. Com o nitrato acontece a
mesma coisa. A densidade de carga varia neste mesmo sentido. Tratando-se de uma resina cationica, o
processo € exactamente o mesmo.

Para além do tempo que o iao fica retido e que é dado por este tempo de retengéo, em fungao do

volume morto da coluna, é possivel aproveitar esta retengao para a quantificagdo do ido.

Significa que a altura destes tipos que aparecem, s&o

ELUTION ORDER IN ION EXCHANGE

proporcionais a concentragao do iao que fica retido logo Imente vai ANION EXCHANGE CATION EXCHANGE
sendo eluido com o eluente.

Em funcéo da forgca do acido, isto €, em fungdo do valor de

pK do acido, para uma resina de troca aniénica, quanto mais forte for

o acido (maior o seu pK), mais tempo fica retido. Entdo, para se poder

TIME [MIN.) TIME (MIN.}

eliminar este acido que esta retido ha um tempo bastante elevado em
relacdo a este, s6 se tem de passar um eluente ainda mais forte do que o proprio acido. No caso das
bases, se sdo bases que o permutador tem de ser cationico, também a forga da base determina o tempo
de eluicao.
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APLICACOES PRATICAS

Um bom exemplo de permuta iénica é aquele que pode ser usado na refinagdo do agucar, na

separagao de moléculas biolégicas, na desmineralizagcdo da agua, na eliminagcdo do ca® e Mg2+
(sobretudo em aguas do sul em que sdo aguas duras, e do norte em que sdo aguas moles, tém muito
célcio e magnésio), dessalinizagdo da agua, remog¢ao de metais pesados (0 que € extremamente vulgar
em termos ambientais). Nao é preciso comprar nenhuma resina para remover esses metais. Ha
substancias naturais que os removem. Por isso, as praias que tém coqueiros sdo normalmente muito boas
ambientalmente porque as folhas de coqueiro removem bem os metais, funcionam como permutadores.
Verificou-se que estas folhas tém uma capacidade de remogdo dez vezes superior que as resinas
sintéticas, bem como aquelas algas que funcionam pelo mesmo processo. Sdo bons descontaminantes

ambientais.

[ Refinagéo de aglcar Processo de desionizag&o da agua

V] Separacdes bioldgicas

Esta permuta é reversivel pois eu posso

voltar a tirar os ides se escolher um eluente que . . .
1 Desmineralizagdo da agua

tenha ou maior densidade de carga, ou seja mais (remog&o de Ca®* e Mg?")
M Dessalinizacdo da agua
(remocdo de Na*e C-)

fazer sair e permutar de forma reversivel o ido que [ Remogéio de metais
pesados.

fortemente acido, ou seja mais carregado. Pode-se

ficou temporariamente la ligado. & Tratamento de &gua .

Na pré-concentragdo de analitos noés residual radioactiva.

. e . 1 Pré-concentracdo de
usamos muito processo de troca ionica para locais analitos.

que tenham baixa concentracdo de determinada [ Converséo de um sal noutro
espécie e que os processos de detecgado ndo possam detectar.

A conversao de um sal noutro sal € normalmente feita através de uma resina de troca iénica. ex: a
titulacdo do acido acético que é extremamente fraco e quando utilizamos uma base para o titular, o erro da
titulacdo é extremamente elevado. A forma mais normal de o evitar e sabermos qual o tipo, uma vez que a
dissociagdo nao é completa do préprio acido, € fazer passar uma toma por um determinado volume,
através de uma resina por hipétese com terminais cloreto, todos os COO™ do acido séo trocados por CI.
Para a solucédo passa cloreto (por exemplo, se fazemos passar uma solugcéo de acetato de sddio, o acetato
fica ligado a coluna, sai para o eluente o sédio conjuntamente com o cloreto que estava ligado a coluna,
nesta altura o NaCl ja pode ser titulado).

O processo mais quotidiano de utilizacdo das colunas de troca iénica, € o processo de
desionizagao da agua. A agua tem muitos ides (sodios e cloretos tém maior extrusao (?)) entdo o que fago
é passar a 4gua por uma resina fortemente catidénica que tem terminais H" e logo a seguir por uma resina
aniénica hidroxilica que tem terminais OH". Naturalmente, que todos os sédios sdo trocados por H' e os CI

por OH’, resultando numa substancia pura.

Para nao se ficar com ideia de que a cromatografia por troca ionica s6 serve para ides, aqui estéo

exemplos de cromatogramas que s&o aplicados a outras espécies bioldgicas:
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Ha determinados acidos que, conforme o pH, podem estar ou sob a forma de acido ou anido, ou
eventualmente se forem bases, ou sob a forma de base ou de catido.

Portanto, é possivel alterar o pH de uma amostra onde estdo contidos esses atomos e outras
moléculas neutras e de acordo com a carga, o valor de pK desse acido, pode-se excluir ides de moléculas
que possam estar envolvidos com essas substancias.

Por exemplo: Quando se tem uma férmula farmacéutica benzoato (que é uma substancia utilizada
como conservante nas formulagbes) com cafeina (¢ uma molécula neutra), pode-se separa-los se se
operar a um pH com valor superior ao pK de acido benzéico.

No momento em que se trabalha a pH superior a 4.6, o acido benzdéico nao esta sob a forma de
acido benzoéico mas sim de benzoato, que tendo carga, pode ficar retido temporariamente na resina,
deixando que a cafeina passe sem haver preocupagdo nenhuma. Assim, poder-se-a purificar uma amostra
de acido benzdéico com cafeina, ou dosear a quantidade de cafeina e também de acido benzdico que la

exista, variando através do eluente, o pKa da solucgao.

CROMATOGRAFIA DE PERMEACAO EM GEL

Um outro tipo de cromatografia também tem

como base a adsorcdo. E a cromatografia chamada de | e
exclusdo molecular, permeagdo em gel ou filtragdo em oé':_ ?o
gel, que também tem como base a adsorgéo. el i \ f’.a'
-

=

No fundo é uma cromatografia por tamizagao.

Molecuiar exciusion chromatography

O que acontece € que num ambiente bioldgico, onde

grande parte sdo macromoléculas que podem ter

diferentes tamanhos, utilizando uma fase estacionaria

determinada, podemos separar as moléculas grandes das mais pequenas. De acordo com o seu tamanho,
pode-se favorecer a velocidade de eluicdo de uma delas relativamente a outra.

= Cromatografia de permeagdo = Fase estacionaria = particulas

em gel = Crom. de f|Itrag§o com tamanho de poro
emlgell— Cro_m. c::e excluszo controlado (polissacarideo
molecufar ~ rom. N chamado dextrano)
tamizagcao molecular = Crom. . .
Permeacio ST gel = Fase movel =solucao aquosa
Sephadex® de tampao
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O material utilizado para este tipo de filtragao, para este tipo de permeacao, para este tipo de

cromatografia de exclusdo molecular € uma fase estacionaria constituida por um polissacarideo chamado

dextrano e utiliza normalmente como fase mével, uma solugao também aquosa e habitualmente um

tampao.

Vai acontecer que aquele material de

empacotamento da resina, com aquele polissacarideo IJ-;;

constituido por moléculas com um determinado
reticulo, vai-se introduzir, encher a coluna com esses
polissacarideos e em cima vai-se deixar uma mistura
de moléculas em que umas tém o tamanho grande e

outras sdo mais pequenas. O que vai acontecer é que

PRINCIPIO DE LA CROMATOGRAF|A DE FILTRACION EN GEL

fiujo de salvente

vai haver um processo de exclusdo, um processo de ligagao

Las molécuas pequefas penetran en
los pequefios conNauctos que presentan
las bolas de gel, donde la velocidad de
fiujo de solvente es menar

Las moléculas grandes, incapaces de
penetrar en los peguefios conductos de
las bolas de gel se mueven entre ellas,
donde |2 velocidad de flujo de sovente es
superior.

Como consecuencia, las moléculas de
mayer pese molecular son eluidas antes
que |as de menor peso molecular

das moléculas inseridas no poro/reticulo daquele polissacarideo e as moléculas grandes que nao

conseguem entrar nesses poros vao sair intactas e a um tempo mais curto do que sairdo as moléculas

mais pequenas guardadas naquele reticulo. Para sairem vai-se ter de adicionar um eluente que as

empurre para elas sairem.

RESULTADOS ANALITICOS

O perfil de saida dessas moléculas pode-se traduzir
num estilo cromatograma em que se relaciona o volume de
eluicdo, com a concentragdo das macromoléculas que existem

e, naturalmente, que o volume de eluicdo vai depender do

tamanho da molécula.

PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

-

Os resultados exprimem-se
sob a forma de um perfil de
eluicdo ou diagrama de
eluic&o, no qual se
representa a variagdo da
concentracdo do eluato (o
que sai da coluna) em
funcdo do volume da fase

T T

concsitrackin de protelnas (£280)

solumen de elucidn {ml)

movel gue passou através
da coluna

Moléculas que tenham volume de eluicdo baixos sdo naturalmente moléculas grandes que saem

imediatamente.

As mais pequenas precisam de um maior volume de eluente para sair. O volume de eluicdo nao é

o suficiente para caracterizar a preparagdo dessas moléculas porque depende das caracteristicas da

coluna e sobretudo do tipo de material de enchimento dessa coluna. O volume de eluigdo é exactamente

igual ao da fase movel, ou seja, o volume morto ou daqueles intersticios que constituem o polissacarideo

mais uma constante vezes o volume da fase

estacionaria.

Exactamente porque este volume de eluigédo
nao é caracteristico s6 da molécula, mas também
depende de outros paradmetros. Entdo a melhor forma

de caracterizar este tipo de eluicdo €& através do

v, =V, + K,V

Ky =(V.=V)V;

V,=V. fase estacionaria

V= V. Fase movel ou v. Morto
V.= V. Eluigcdao

K, = coeficiente distribuicio
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coeficiente de distribuicdo que é dado nesta expressado que aqui em cima se encontra.
O significado deste coeficiente de distribuicdo corresponde ao volume da fase estacionaria que

permite a difusdo dos ides.

Como é que para calcular aquele coeficiente de distribuicdo, (e esse sim pode-se relacionar
com a concentragdo das moléculas), como fazemos para caracterizar todos aqueles parametros que
lhe estdo associados?

Para calcular o volume de solvente

= V, = volume de solvente = T
necessario para transportar através da coluna necessario para  transportar,
através da coluna, as moléculas
as moléculas demasiado grandes, que nao demasiado grandes que ndo | S =" St
entram nos poros V-tD
entram nos poros, (no fundo corresponde ao V, = volume da fase mével no
o 10

interior dos poros
= K, =extensdo com que a proteina

estacionaria) usa-se normalmente uma i I =
estacionaria (0-1) av

volume morto da coluna, ao volume da fase

molécula muito grande, dextrano e fazendo

=V, dificil determinar = requer o

passar uma solugdo de dextrano em uso de isotopos radioactivos

V. = volume total da coluna =

i 5 ica- Utiliza- K tant
determinada concentragdo, fica-se a saber = Utiliza-se av (constante volume de permeaciio total

distribuicdo) em vez de K
qual o volume morto da coluna.

O volume da fase estacionaria no interior dos poros € dificil de calcular. Entdo vai-se fazer de que
forma? Através de is6topos radioactivos.

Entao, porque é dificil de calcular isto, o que € normal €, em vez de exprimir o volume de eluigao e
todas as outras caracteristicas referentes a coluna em fungdo do coeficiente de distribuicdo médio que
relaciona ndo s6 o volume de eluicdo e o morto, como também o volume total da coluna, o volume de
permeacao do local, e o volume morto.

Portanto, se se souber o V, — V, da coluna, se souber o V; que inclui ndo sé o volume da fase
estacionaria mas também o V; — V,, fica-se a saber qual é exactamente o coeficiente de distribuicdo médio
e assim poder-se-4 relaciona-lo com a concentragao.

(Isto tem de ser feito para cada cromatografia.)

Para moléculas grandes, o valor vai tender para 0, enquanto que para moléculas pequenas vai

tender para 1. Para as moléculas intermédias, o valor K vai ficar entre 0 e 1.

Aqui esta representado um cromatograma de uma filtragéo CelRilratichs ze BRI InCS [Refieat on
em gel e como se pode ver, a variagao de K médio em fungao da ‘
concentracdo, tem este perfi. A forma de o poder utilizar
analiticamente é entdo fazer Log K médio em funcédo do volume de
eluicdo e passaremos a ter para cada concentragdo, um ponto que
originard uma recta e permitira calcular por interpolacao gréfica, o

valor do tamanho de uma molécula numa amostra definitiva de uma solugdo de macromoléculas.
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Primeiro calibra-se a coluna com proteinas de peso molecular conhecido. Estamos agora a falar

de proteinas em vez de macromoléculas porque este

€ um tipo de cromatografia utilizado para a

separagao de proteinas dum ambiente proteico, ndo sé para separagao mas também para purificagao.

P Calibragao da coluna com

proteinas de PM conhecido
K

av

da
por

»Determinagdo do FPM
proteina desconhecida
interpolagao grafica

P Aplicacdes analiticas

P Separacdo , em produtos naturais
de moléculas de baixo e elevade
PM (sais e amincacidos de
proteinas)

P Fraccionamento de peptideos

P Fraccionamento e purificacéo de
macromoléculas (proteinas, acidos
nucleicos e polissacarideos

—log PM

Para cada proteina, para cada peso
molecular, vai ser determinado o tal valor de K
médio. E relaciona-se o -Log PM com o K
médio, faco -Log e dava-me uma recta
exactamente descendente.

Depois, a determinagdo do peso
molecular de uma proteina desconhecida é
feita determinando com uma coluna, o valor
de coeficiente de distribuigdo médio através

do V.-V, sobre V-V, e depois de saber este

valor, s6 tenho de calcular o anti-logaritmo e dai deduzir o valor do peso molecular da proteina.

CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

As aplicagbes analiticas sao aqui referidas

algumas. Quer a separagdo das moléculas de baixo e
elevado peso molecular em produtos naturais, ou
fraccionamento de peptideos, (o estudo de peptideos
com fracgbes diferentes e a sua caracterizagao é feita
por este tipo de cromatografia), ou fraccionamento e
purificacdo de macromoléculas (proteinas, acidos
nucleicos ou mesmo polissacarideos).

E dos tipos de cromatografia mais utilizados em
Bioquimica. Um caso particular que referimos e que hoje
em dia estd muito em voga é a chamada cromatografia

de afinidade.

& Onekindol molesule
» in Gomplax ictura
hecomes attachan ta
~ molacuie that is
covalertly bound
o stalionary prass

szt . Al oter
S 2 ‘, “moteculss simply

wash through
Afirity chromatogragiy

Arranja-se uma fase estacionaria (normalmente um gel de silica), absorver na fase estacionaria ou

uma enzima, ou um anticorpo, ou outro elemento de reconhecimento especifico e a passar-se uma solugao

que tenha um substrato que seja afim para a enzima ou que tenha um antigénio que seja muito afim para o

anticorpo, pode separar-se apoés eluigéo,

T
selectivamente, substancias que constituem H.il\
S 3%

essa mistura.

E hoje em dia em termos de _ :.,_
genética, a forma mais comum de separar _: ':‘
substancias deste tipo. o ¥ 4

- e

® PN

M
O mecanismo de afinidade esta aqui ** =

representado, consegue através de um

e

PRINCIPIO DE LA CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

Antibady g e
forthe anligen Las bolas de gel estan recubiertas de
un ligando por ¢l que tene afinidad alguna

de l2s proteinas a aiglar. Al pasar la mezcla
ENAIBOEY o P P

v compleja 3 raves de la columna asta
It ,g preteina es retenida en la supericie da
eymciieiy & ias bolas, eluyéndose &s demas.
e 2
AT 7 Para eluir la protaina retenida por afinidad
g =@ suele aumentar |a fuerza idnica de la
NI T W O % solucion de solvente o incluir en éste e

ligando solubre @ alla concentracion de
forma que compita con el gue estd unido
a las kelas de gel por la unién a la proteina,

RrstE|
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recobrimento da fase estacionaria, consegue se recobrir ou com uma enzima ou com um polimero e

fazendo passar uma solugdo passa através dessa fase estacionaria recoberta consegue-se fazer atracar
as espécies afins a esse mesmo recobrimento.

AFFINITY CHROMATOGRAPHY

STATIONARY
PHASE

STATIONARY

SUBSTRATE

Dr. Shulamit Levin, Israel

Também é muito utilizada na purificagdo de proteinas:

Purificac&o de proteina numa mistura proteica \

3. Interacgéo da proteina com
1. Enchimento da coluna 2. Proteinas atravessando o O ligando de afinidade
leito da coluna (umas mais fortemente e

4. Lavagem das proteinas néo
ligadas

5. Lavagem das proteinas

: 6. Eluicéo das proteinas ligadas
fracamente ligadas

mais fortemente

ADSORCAO NA INTERFACE GAS-LIQUIDO E LiQUIDO-LIQUIDO: DETERGENCIA

Até aqui estudamos a interface sélido/liquido. Um ==

T ol - _—o-
dos fendmenos superficiais que no principio foi referido e Gas Phase i
~ , - - = = g

que ocorre em grande extensdo nas interfaces liquido- I _Hj e, S e o
liquido é o fendmeno das detergéncias. Temos uma fase 'g“_#‘ﬁ__%ié_‘q_ﬂiﬁ 5 _ﬂ- ‘4_%_3 %ﬂ‘_ﬂ‘f
liqguida em contacto com uma fase gasosa, ou uma fase :Z P - s AR Z AT weerrese — ]
TNT Tos ~ e = My — -

33



liguida em contacto com uma fase liquida com caracteristicas de miscibilidade diferentes.

E se se adicionar um determinado tipo de substancias chamadas agentes tensioactivos vai dar-se
conta do seguinte, que esses agentes se localizam na interface seja ela liquido/gas ou liquido/liquido.

Os agentes tensioactivos sdo moléculas que tém uma cadeia hidrocarbonada (e portanto,
hipofila) e um grupo funcional hidréfilo. Eles tém umas caracteristicas especiais porque além de actuarem
a baixas concentracdes, eles possuem baixa tensdo superficial e diminuem a energia livre de Gibbs
fazendo com que todo o sistema onde s&o incluidos, baixe a sua tensao superficial. Em conclusado, sao

substancias que fazem baixar a sua tensao superficial.

o

/\/\/\/\/\/\/\/\)J\U-
E exactamente porque eles tém uma NP
parte hidréfila e uma cauda de hidrocarbonetos %% o

alifaticos que ¢é lipdfila, eles sdo muito “espertos” e o e
tweaterhiting) (watzr-loving
véo colar-se com a parte hidrofila virada para a Mo C%( Caracteristicas:

parte da solug&o hidrofila e a parte lipdfila ligada a e T e e L e et

Ny *
parte |Ip0fl|a. S J Epossui baixa tensao superficial
Mdiminui a energia livre de Gibbs

Se nao existisse a lexitina dipalmitil nos HOIISIEmS

nossos pulmdes (um agente tensioactivo) nés morriamos. Por isso € que ha bebés que nascem com
aquela cor cianizada e acabam por ndo conseguir fazer as trocas de oxigénio ao nivel pulmonar.

A lexitina dipalmitil € um agente tensioactivo que se localiza nos alvéolos pulmonares e tem por
missao estabelecer um contacto proximo entre o ar que é mais lipdfilo e a dgua que banha as paredes dos
alvéolos e ai facilitar a troca de oxigénio.

Portanto, a detergéncia e os agentes

tensioactivos nao tém s influéncia nas 5. Matitre 2. l6nicos (a) catiénicos,
L e . . b) € ©)
espécies artificiais mas também nos processos -; anfotéricos)
natu ralS um surfactante neutro :
’ ' j o Na
Aqui estdo bons exemplos de agentes A, ) ,V,WWM\,O#»._O_
(@]
tensioactivos que sao utilizados: )
A iAni a0
Moléculas neutras, catidnicas e /‘\//\v”\v-"“v’\/”‘“o"l\\o
aniénicas e hoje em dia comegam a ser um e e e

P
. . - O O
grave problema ambiental. Por isso os S St Sl Pt Sy

detergentes comegam a deixar de ser um facto. ;
A industria téxtii do Norte esta a e
contaminar com agentes tensioactivos que sao utilizados na fase de acabamento dos tecidos, brutalmente,
0S NOSSOS rios.
E devido & quantidade de agentes tensioactivos que aconteceram estas desgragas ambientais.
Também nesta area os licenciados farmacéuticos tém papel importante a desempenhar, quer na
prevengdo (desenho de moléculas que possam fazer as fungdes que devem fazer nestas industrias mas

sem serem contaminantes a este ponto) ou na quantificagdo ou detecgéo dessas substancias.

* Agora entende-se porque OMO lava mais branco, porque sendo um agente tensioactivo, as moléculas dele pdem a cauda ligada as
nddoas e a cabega hidroéfila ligada a agua, promovem o abaixamento da tenséo superficial, se a promovem, o angulo de molhamento
torna-se menor e é mais facil a remogao das nédoas.

34



Os mais téxicos e que hoje em dia estdo a ser progressivamente mais usados sao os neutros. Nao adianta
deitar Fairy na banca a molhada por uma razado, porque os agentes tensioactivos actuam até determinada

concentragéo a partir da qual nao vale a pena deitar mais porque nao adianta.

A detergéncia é a adsorgcdo de moléculas a superficie de um liquido, quer ele esteja em contacto
com um gas, quer esteja em contacto com outro liquido. Essa adsorgéo é feita com moléculas que tém
caracteristicas muito especiais.

Estas moléculas sdo chamadas detergentes, agentes anfifilicos, agentes tensioactivos ou
agentes tensores visto que tém uma caracteristica especial: possuem uma cadeia hidrocarbonada muito
grande que na extremidade tem grupos iénicos (catidnicos, anionicos). Poderiam ter caracteristicas mistas

dependendo do pH.

Imagine-se uma interfase, um liquido = A gentes tensioactivos: mecanismo de
em contacto com um liquido ou entdo com um actuacio

gds. Quando se adiciona um agente ninicii o :";,-ﬂ
g al b
tensioactivo, que tem uma cauda apolar e uma o e i
:1 / (dislikes water] \\ -
parte que é extremamente polar, este orienta-se & ke A W |-
g ) =
por adsor¢do em fungdo da polaridade de uma e et * »*
. . . e
das interfases relativamente a outra. Esta -

adsorgao vai-se dando até um limite, a partir do

qual ndo ha possibiidade de a camada s

micelies to
non-poiar "tals"from
the water mojecules.

i

superficial desta interfase adsorver mais

a shell of ionlc headgreugs. L ewlLl+ dlal

which is solubl in watar, L

de tensioactivos que se adiciona, vai formar — semmescewn o3

ol with water.

moléculas deste tipo. Nessa altura, 0 excesso Lo .,-*E-'

micelas®, a medida que ocorre adsorgdo, o nimero de mondmeros adsorvidos na interfase vai aumentando
até atingir um limite de saturagdo que corresponde a formacgdo dessas micelas, isto é, atinge-se aquilo a
gue se chama a concentragédo micelar critica”

Estabelece-se uma ponte entre uma zona de alta polaridade com uma de baixa polaridade, logo
tendem a aproximar as moléculas duma fase com outra fazendo baixar a tensdo superficial. A adsorgéo vai
aumentando progressivamente, até se atingir um limite de saturagao na interfase e depois de se atingir
esse limite de saturagdo comega a ocorrer a formagao de micelas e quando ocorre a formagéao de micelas
atinge-se aquilo a que se chama a concentragcdo micelar critica. A partir dessa altura ndo ha mais

possibilidade de solubilizagao.

NOTA:

Exemplo: No trabalho n°2 utilizou-se um agente tensioactivo a ser adsorvido na interfase liquida,
no caso particular € a agua. Um engano nos calculos e uma medigdo de concentragdo de butanol superior
a necessaria, leva a que nos primeiros baldes se consiga que haja uma homogeneidade da solugao, isto é,

a formagao de uma so6 fase. Contudo, nos ultimos balbes ha a diferenciagéo de fases, isto é, atingida a

* Uma micela é um agregado molecular de monémeros de agentes tensioactivos.

* A partir deste momento, ndo adianta deitar mais detergente do que aquele que é necessario porque a partir de determinada
concentragdo, nomeadamente a concentragdo micelar critica. Ja ndo é possivel haver mais adsorgao a superficie, na interfase e nao
havendo adsorgao a superficie, as fungdes do detergente deixam de ser executadas ja que esta substancia tem como particularidade
o fazer diminuir a tensao superficial.
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concentracdo micelar critica a solugdo deixa de estar homogénia para passar a estar cheia de
aglomerados moléculares que nessa altura formarao a outra fase diferente da fase aquosa.

U Significa entao que

se representarmos o que acontece a concentragdo micelar critica, ndo em termos de adsorgao
mas sim em termos de tensdo superficial e se se adicionar monémeros, a medida que o numero de
mondémeros aumenta, a tensdo superficial vai descendo exactamente pelas propriedades ja referidas,.
Naturalmente que quando ha a saturacao da interfase, a tenséo superficial atinge um valor minimo a partir
do qual comega a haver estabilizagao da tensao superficial e comega a ocorrer a formagao de micelas.

La esta, ndo vale a pena adicionar mais detergente a partir desta concentragdo porque as
funcdes dele sdo exactamente fazer diminuir a tens&o superficial e deixa de ocorrer a partir desse ponto. E
assim que os acidos gordos sio adsorvidos ao nivel das células. Temos agentes tensioactivos naturais
que vao fazer exactamente o transporte ou facilitam o transporte dessas moléculas que sdo extremamente
hidrofébicas mas essa adsorgéo ou esse transporte esta limitado pelo valor de concentragdo de gordura e
naturalmente pela formagdo da concentragdo micelar critica. Por essa razdo é que, determinadas
substancias em excesso deixam de ser adsorvidas e formam bolcos de gordura em determinadas artérias
provocando as doengas cardiacas.

O que resulta do fenédmeno de detergéncia e da adsorgédo a superficie, ha um conjunto de
propriedades fisicas que alteram bruscamente na zona da concentracdo micelar critica. E sao muitas

vezes essas propriedades fisicas' que sao utilizadas para determinar este parametro que é de extrema

importancia sobretudo sob o ponto de vista bioldgico.

condutividade molar
A condutividade molar vai decrescendo e na zona da concentragdo micelar critica ha um
decréscimo brutal. Em solugao, quem transporta a electricidade, quem transporta os electrbes séo os ides.
No momento em que se adiciona mondmeros que tém certamente uma carga, tém uma cadeia
hidrocarbonada mas tém na ponta uma carga, estas moléculas vao conseguindo ainda transportar
electrbes. Mas vai havendo uma associagao para formar as tais micelas e quando se forma as micelas,
elas formam uma molécula toda rodeada, como sendo tivesse carga. Logo a condutividade va
descrescendo progressivamente porque os monémeros estdo a ser
adsorvidos na interfase e quando se atinge a formagéo das micelas, ou

seja, na faixa da concentragcdo micelar critica, a condutividade eléctrica

Surface
tension

na solugdo reduz brutalmente porque ja ndo existem particulas que

possam fazer esse transporte de electrdes.

Priysical property

pressao osmotica.
A pressdo numa solugdo é directamente proporcional, ao

numero, a massa de ides que se coloca nessa solugéo, indicando a o

pressao osmatica. Congentration of surfzctant

A medida que os mondémeros estdo a ser adicionados, a Variagdo tipica de algumas
_ " . propriedades fisicas de uma
pressdao osmoética vai aumentando. No momento em que esses solugado aquosa de SDS
relativamente a Concentragédo

micelar critica (CMC)

' O que tiver sdo propriedades fisicas
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mondmeros se reunem para formar agregados micelares a pressdo osmotica deixa de variar para
estabilizar.

U Significa entao que:

Determinando este ponto (ver imagem), a intersec¢do entre estas duas zonas, pode-se
determinar a concentragdo micelar critica.

O parametro que mais varia com os agentes tensioactivos, é a tensao superficial.

quando comega a haver adsorgao dessas particulas, ha um decréscimo bruto da tensao
superficial que atinge um limite minimo e que depois passa a haver uma estabilizagdo.

Exemplo: no trabalho 2, ha um decréscimo da tensao em fungao da concentragéo do butanol que
deitavam na agua.

U "Mas porque é que depois de atingir esse minimo, ocorre uma subida e logo a seguir uma
estabilizagdo?"

Porque também aqueles agregados micelares se vao orientando e vdo cedendo alguns
mondmeros para a solugdo e vao adquirindo outros mondémeros até haver um equilibrio. As préprias
micelas acabam por funcionar como uma interfase de adsor¢cdo de mondmeros e de cedéncia de

monoémeros. Enquanto nao existe esse equilibrio, ha uma variagao na tensao superficial.

Tradugdo matematicamente
m Considere a solucdo (fase p)

dessa adsorgdo a superficie, na de um soluto (B) e um

interfase liquido-liquido ou na interfase solvente (A)
||'quid0—gés Interface j Surface layer N
o m A concentracdo superficial
Pode-se quantifica-la em excesso do componente
através duma isotérmica, }ﬁrb 5 B (I';) na interface é dada

nomeadamente a isotérmica de Gibbs pel equagao de Gibbs

que diz que, se se considerar duas
1 y dy

. = —
fases: RT dina,

Se a solugdo é diluida
uma fase alfa

uma fase beta— contém um 3 = Co
soluto que vai ser adsorvido na fase alfa

Portanto, a concentracdo a superficie, ou seja, o excesso de concentracdo a superficie das
moléculas que constituem a fase beta, relativamente a alfa, pode ser traduzida da forma como esta
representada na figura.

Esta adsorgédo é directamente proporcional a variagdo da tensao superficial e é inversamente
proporcional ao logaritmo natural da actividade desse soluto que esta a ser adsorvido.

Com solugdes muito diluidas, a actividade ndo € o mesmo que concentragao.

Atengédo: trabalhando-se com concentragdes muito diluidas

pode-se confundir a actividade com concentracdo e nessa altura, a

_
RT dlna,

isotérmica de Gibbs passa a ser uma representacdo em fungido da =
concentracdo e nao em fungao da actividade, ja que o logaritmo natural da

actividade é igual ao logaritmo natural da concentragdo mais o logaritmo natural de uma constante.
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Se se transformar logaritmos naturais em logaritmos decimais (Inag=InCg+Iincont e d Inag=~d

InCg, basta por 2.303 e a expressao anterior toma a seguinte forma:

dy

rB:

~ 2.303RTd log Cy

B (tau)= excesso de concentracéo a superficie (moles m-2); o excesso de concentracédo de

molécula de soluto da tal fase B, que neste caso seria do butanol a superficie da agua em moles por

metros quadrado.

CB= concentragdo molar ou actividade molar da substancia adsorvida

y (pi)= tenséo superficial (Nm-1)

REPRESENTACAO GRAFICAMENTE A ISOTERMICA DE GIBBS.

Se se tem para um

agente tensioactivo, uma
representacao grafica como a da
figura, em que, para determinados
valores de concentragdo, se ela
ndo for muito elevada, tem-se a
linearidade da fungao.
Se tiver pi versus
logaritmo de ¢ tem-se a

linearidade da fungao.

Esta funcao é linear e é

Relagdo entre a tensdo superficial (y), a concentragao do soluto {cB]} e o sinal do excesso
na superficie I'y

I“U_[' :_,olutc:; with a strong
affinity for solvent

T 1§ positive
d |(]g Cp p i

cand [y is negative

Pure solvent

For many organic solutes,
especially tensides
; SR :
oY G |8 negalive
e d log oy &

and I, is positive

S
log cg—» +

decrescente, o que significa que o declive da recta é negativo e aplicando este declive da recta na

expressdo correspondente a isotérmica de Gibbs

A

Passa-se a ter uma adsorgao positiva a superficie, na interfase liquido-liquido ou liquido-gas. Ja

0 mesmo nao acontece se se tiver substancias que em vez de diminuirem a tensao superficial, provocam

um aumento da tensédo superficial. Estas substancias v&o originar uma isotérmica de Gibbs em que o

declive é positivo e a adsorcao a superficie é negativa.

Estas substdncias sdo normalmente aquelas que se solubilizam no seio da fase e nao tém

capacidade de se deslocar para a interfase como é o caso dos agentes tensioactivos.

EXeEmPLO: A forma de utilizar analiticamente a isotérmica de Gibbs é aquilo que se faz na aula:

Efectua-se medidas de tensao superficial em solugdes com diferentes concentragdes de soluto.

Faz-se um grafico de pi versus logaritmo de PV

Obtem-se uma recta que pode ser positiva ou pode ser negativa.

De acordo com o declive da recta:
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» se ele for negativo — ha adsor¢gao é positiva, logo ha presenca de um agente
tensioactivo.
Ex.: Os sabdes, os acidos gordos, as aminas, as préprias proteinas tém fungdes
tensoras.
» Se ele for positivo — ha uma adsorgéo negativa.

Ex.:0s agucares, os polissacarideos ou qualquer coisa que se dissolva numa solugao.

VARIACOES DA TENSAO SUPERFICIAL EM FUNCAO DA CONCENTRACAO DE TENSIOACTIVO

Trés tipos de comportamento de substancias.

Tipo 1— aumento da tensdo superficial em fungdo da +

Typel
concentragdo e sdo substancias (compostos organicos) que normalmente .
tém grupos OH ou COOH e um grupo apolar; oo 1t
ype
Tipo 2— decréscimo da tensdo € uma coisa muito atenuada; Ex.: ;

Type 111

sais inorganicos e sacarose

Tipo 3— decréscimo brutal da tensdo até atingir a concentragcéo 5

micelar critica e depois uma estabilizacdo da mesma. Ex.: Sais organicos de cadeia média (sabdes,
RCOONa+); sais de amoni quaternario [(CH3)3RN+CI -]; compostos de polioxietileno [R(OCH2CH2)nOH
em que n=5-15]

{ Os grupo funcionais, signicam:

que se se fizer um sitema constituido por trés fases, em que por exemplo temos agua, noutro
fenol e finalmente, noutro temos uma substancia tensora, isto € uma mistura de adgua e fenol— Se se
tentar dissolver fenol em &gua, até uma determinada concentragdo, temos uma fase unica, isto é, o fenol
solubiliza-se em agua.:

Até cerca de 7% de fenol hd uma fase homogénea porque todo o fenol se solubiliza em agua.

A partir de 7% ha a formagéo de duas fase, ndo é possivel dissolver mais fenol em agua. Sé é

possivel através da adigao de um agente tensioactivo.

Atengéo tentar perceber pelo grafico.... o .
‘ ® Influéncia da concentragéao
E entéo se se considerar que aqui esta gkt do tensioactivo na
. L . Ly i A solubilizacéo
fenol e aqui esta agua, vai-se ter uma zona — esa ﬁ‘nﬁ 5 N
e\
zona daqui é uma zona perfeitamente b
homogénea, depois vou ter uma zona que aqui
esta representada por isto, uma zona onde nao ha
solubilizagédo, ha a formagao de duas fases. Mas

quando o fenol passa a estar em muito maior

quantidade que a agua, ocorre outra vez a
formagdo de uma fase homogénea. Agora, se eu me localizar aqui, eu posso transformar esta fase
heterogénea em homogénea se eu adicionar progressivamente quantidades de agente tensioactivo.

Se eu for aumentando desde 0 a 100% a quantidade de agente tensioactivo, eu atingo uma fese
homogénea. Claro que o mesmo ja ndo acontece aqui. Eu posso aumentar, passo por uma fase

homogénea mas logo a seguir passo por uma fase heterogénea.
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{ Isto tem haver com qué?
Tem haver com a distribuicdo das préprias micelas que formam agregados que podem ser em
forma de:
> Bastonete

» em placas.

Utilizagcao dos agentes tensioactivos

sao muitas vezes utilizados para alterar a solubilidade das substancias s6 que essa alteragao
tem que ser estudada em fungdo da concentragdo ou em fungdo da percentagem relativa de soluto e de
solvente.

E muitas vezes utilizada na indUstria para tornar, por exemplo um xarope que estd com um
aspecto de duas fase porque tem um composto hidrofilico misturado com um composto hidrofébico e é
desagradavel para o doente ver um xarope com duas fase. Normalmente utiliza-se um agente tensioactivo
em determinada concentragdo para as duas fases se misturarem razoavelmente de forma a formar uma
fase totalmente homogénea.

Claro que esta adigao tem que ser feita com cuidado e através de estudos para n&o ocorrer que
por um aumento de concentragdo de agente tensioactivo, se caia outra vez numa situacdo de dupla fase.

Com isto acabamos

FENOMENOS DE TRANSPORTE
1. MOLECULAS DE GAS (por n&o haver interacgdes entre moléculas)

Uma molécula, quando estd a uma determinada temperatura, tem uma determinada energia

cinética e o seu movimento no meio é determinado em funcdo dessa energia cinética.
E ao aumentar a temperatura, naturalmente que aumentam:
1. as vibragdes;
2. as rotagoes; dessa molécula o que determina com certeza o seu movimento.

3. as translagoes

Significa entdo que:
o0 movimento das moléculas, que normalmente € um movimento aleatério e ndo um movimento
direcionado é dependente da (ou seja, a velociadde depende de ):
» temperatura
» tamanho

» sua forma

Para uma dada temperatura e para uma determinada molécula pode-se calcular:
» a probabilidade de uma molécula ter uma velocidade particular

» a velocidade média para todas as moléculas
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Segundo Maxwell Boltzmann: Em moléculas de gas, se se fixar a temperatura, para moléculas
de caracteristicas semelhantes, ou seja de massas semelhantes, a probabilidade de encontrar com a

mesma energia um determinado niumero de moléculas € uma.

‘With increasing energy E, it is prograssivaly
less likely that any given particle will attain
that energy, so more particles will be found
with lower energies. It Is assumed that an

The probability that unlimited number of particles can occupy
a particle will have any energy state.
2 E
equacgéo — Ll

I'-.-'I(axEII-)BC it Zr'l?‘ln F

Normalization
constant A

Boltzmann's constant k
times the absolute
temperature T. The
implication of this term
is that for a higher

The probability for
occupying a given

enargy state temperature, it is more
decreases probable that a given
exponentially with particle can be found
anergy with energy E.

Portanto, pode-se concluir que para uma determinada temperatura e para uma molécula
caracteristica ou com um determinado peso, pode-se calcular a probabilidade de a molécula ter uma
determinada energia e portanto ter uma determinada velocidade movimento e a velocidade média de todas
as moléculas em fungéo dessa energia.

Segundo a equacdo de Maxwell Boltzmann , a probabilidade de encontrar um numero de
moléculas com uma determinada energia é fungdo exponencial

da temperatura e também da energia média das particulas.

U Significa entéo que:

Para diferentes temperaturas, a probabilidade de 19005

encontrar um maior nimero de moléculas com uma determinada soobic

Number of Molecules

velocidade se localiza nesta zona se a temperatura for 0°C, ou

se for 2000°C naquela zona. Spest

2. NO CASO DOS LiQUIDOS,

Os movimentos de rotacdo e translagdo ja estdo muito mais limitados porque nos liquidos, as
particulas estdo muito mais condensadas e portanto o seu movimento serd muito mais limitado por algo
exterior do que propriamente pela sua prépria resiténcia.

Enquanto que:

nos gases — a velocidade das moléculas é quase s6 dependente da energia que se lhes
fornece, porque quase nao ha interacgdes moleculares, n

nos liquidos - PARA ALEM DISSO ha também interacgdes com as moléculas vizinhas que por
muito que se queira ter uma velocidade determinada, ha sempre choques com as moléculas vizinhas que
véo reduzir a sua velocidade.

De que depende a velocidade movimento das moléculas?
» Da temperatura

> Do tamanho e forma da molécula
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Nota: formas esféricas vao ter movimentos muito mais rapidos do que formas assimétricas de
igual peso molecular.

{ Porqué
Exemplo: se fossemos todos magrinhos e fossemos entrar para um autocarro, com certeza que
entravamos todos com uma determinada velocidade. Se por acaso aparece um gordo no meio de nds,
naturalmente que a velocidade ja € condicionada por essa pessoa conseguir encaixar no meio do magros
que vao entrar para o autocarro.

I significa que:

Quando se adiciona um sal a uma solugéo, ha inicialmente formacao de ides, que depois de
solvatarem vao formar particulas de determinado tamanho que consoante a temperatura, vao-se difundir a
velocidade diferentes, isto &, vdo-se movimentar a velocidades diferentes.

E esse movimento aleatério das moléculas é denominado difusao

U pode ocorrer por diversas questdes:

Pode ser resultante de gradientes de concentragéo;

Pode ser fungéo do potencial eléctrico;

Pode ser fungéo da pressao.

Voltando ao exemplo do autocarro:
Se se tiver duas populagbes de DIFUSAO
moléculas ( uma parte verde escuro e outa parte P s

verde claro), e se forem todas a entrar para o

mesmo autocarro, nota-se que numa zona estao

0s verdes escuros e noutra zona estao os verdes

claros.

Concentation

Naturalmente que as pessoas quando Numa solugdo os solutos sdo transportados devido a forgas

entram no autocarro, vAo tentar procurar impulsoras que podem ser : gradientes de concentragdo;
potencial eléctrico ou presséo

aleatoriamente um local mais comodo para se

poderem agarrar. E entdo o que acontece € que se vao misturando com aquelas que ja la existem.

U Significa que:

1. Ao fim de algum tempo, se se for registar o perfil de concentragcdo dessas substancias, das
verdes escuras que entraram numa paragem, e das verdes claras que ja la estavam, da-se conta que esse
perfil de concentragdo das verdes escuras vai decrescendo a esquerda para a direita , ao contrario das
verdes claras que vao crescendo.

2. Chegado a determinada altura, ao fim de algum tempo, ja esta tudo tdo misturado que ja nao
se consigue saber quais sdo os verdes escuros que entraram numa paragem e os verdes claros que ja la

estavam.

Conclusao: a difusdo ocorre com um determinado movimento e esse movimento é
perfeitamente aleatério e é fungéo da:
» energia que cada molécula tem

» probabilidade que ela tem de ocupar os espagos.
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Atencgao, la vamos nés outra vez com a histéria do autocarro
As pessoas mais cansadas ficam a porta do autocarro e ndo vao procurar la atras um local para
se agarrarem e naturalmente que virem alguem gordo a frente, terdo muito mais difuldade em procurar um

lugar para se poderem misturar.

A difusao tem em base este fendmeno em que:

0s substractos sao adsorvidos e sdo penetrados nas célula e esse transporte é fungdo da massa
das particulas e vai sempre de uma zona de alta concentragdo para uma zona de baixa concentragao.

O movimento aleatério das particulas faz com que elas choquem umas com as outras e esses

choques determinam o movimento das mesmas.

Atencgdo: ndo ha sé movimento das particulas por difusdo por gradiente de concentragdo, nem
movimento das particulas porque ha movimento aleatério. Qualquer particula sujeita a um campo
gravitacional naturalmente deixa de ter um movimento aleatério para passar a ter um movimento

direcionado.

O que acontece quando se sujeita uma mistura de moléculas a uma centrifugacao.

De acordo com a velocidade de centrifugacéo e se se escolher a forga centrifuga adequada
pode-se separar tecnicamente moléculas com determinado peso molecular, outras mais pequenas e outras
ainda mais pequenas.

» As Unicas moléculas que depositam por ac¢cdo de um campo gravitico natural sao:
» osribossomas;

> 0s virus;

Todas as outras moléculas que s&o constituintes dos nossos liquidos extra-celulares tém que ser
separadas por centrifugagdo a varias pressdes. Logo, essa velocidade de sedimentagado que é funcéo do
movimento das particulas, é dependente da sua:

» Massa;
» Tamanho;

» forma,
)

Porque muitas vezes particulas grandes que tém formas assimétricas sdo mais dificeis de
separar por um processo natural de forga de pressao baixa do que propriamente moléculas de valor

intermédio.

Atengéo: quando se coloca alguma coisa numa centrifuga, € s6 o fendmeno de presséo, é sé o
fendmeno de centrifugacdo que comanda esse depdsito. Ha naturalmente um fenédmeno intrinseco que é o
de difusdo, de mistura das moléculas mais pequenas com as maiores que ao equilibrar-se com a
sedimentagao determina a sepragao das moléculas.

Por isso se se observar um tubo de uma centrifuga, apercebe-se que no topo da centrifuga

estdo localizadas as moléculas mais pequenas, mas essa localizagdo ndo é uma coisa recta. Ha sempre
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uma zona mais ao menos mal definida que implica que o fendmeno que aqui esta a ocorrer € um

fendmeno misto de sedimentagao e difuséo.

FENOMENO DE TRANSPORTE: SEDIMENTACAO
Mas a sua localizagdo ndo € uma coisa recta. Ha sempre uma zona mais ou menos definida que

implica que o fendmeno que aqui esta a correr

U

Fenémeno misto: centrifugacao e difusao. g
%

Prque ha um equilibrio, ha um arredondamento nesta zona. é ]

O gradiente de concentragéo que se estabelece no tubo da centrifuga é edius
consequéncia do peso molecular das moléculas
FENOMENO DE TRANSPORTE: VISCOSIDADE _

Fendmeno em fungéo da presséao interna das moléculas. o i .'i.\' . =]

Viscosidade de um fluido — medida da resisténcia ao fluxo ,_ _\“_ __

As moléculas, em locais diferentes do fluido, tém velocidades — _,: — |
médias diferentes na direc¢ao do fluxo. k_—d:\_—Hlk ‘x#: o ﬁ =l

Isto € as moléculas internamente, chocam umas com as outras i i

devido aos fendmenos de difusdo. E esse chocar cria uma certa resisténcia
ao seu fluxo.
U
Surge entdo o fenomemo fico: VISCOSIDADE
 depende:
» Forma das moléculas
» Da forma como interagem
»Aumenta sempre com o aumento da concentragdo, tamanho das

moléculas e moléculas de solvente.

Também a viscosidade pode servir para caracterizar:
» Tamanho

» Forma das moléculas.

Se tivermos um liquido a correr de forma aerodindmica num tubo, isto €, ndo ser turbulento,

verifica-se que nas paredes junto ao tubo, a velocidade é minima, comparada com a velocidade no meio

do tubo.
U
Significa que:
= As moléculas que estdo no meio chocam entre si e portanto odem ter uma determinada

velocidade

44



= Os que estdo encostadas ao tubo, para além de chocarem entre si, ainda excercem
determinado atrito com as proprias moléculas sdlidas que constituem o tubo, fazendo
retardar o seu movimento (das moléculas)
Por isso é que o perfil do fluxo € um perfil deste tipo.
NOTA: Em MIA, as técnicas de automatizagdo do luxo continuo, a introdugdo de um liquido por
injeccdo num sistema de fluxo continuo se faz por este perfil.
Logo, para esta dispersdonpode ser controlada pela velocidade e ndo s6 pelas carcteristicas da

propria solugao que introduziu-se.

RECORDANDO:
O movimento das particulas podia ocorrer devido:
» Gradiente de concentragdo (difusao)
= Pressao interna
= Sedimentacao
= Viscosidade

= Potencial de electrodo

FENOMENO DE TRANSPORTE: ELECTROFORESE

Temos: 41 % in DG (5 batierias ofF ¥) - & 0 movimento

5 ; e v slose liton de molecula§ _carregadas,
- Duas tinas com uma solugéo num campo eléctrico

- Coloca-se uma fita de acetato | ===

de celulose onde se colocar Depende:

outra fita (tipo as de - da carga da molécula

cromatografia) por cima, e - do tamanho e forma da

paper e molécula

nessa Ultima fita, aplica-se a

amostra. Nota: Em sclugdes aquosas & muito dificil quantificar o campo eléctrico efectivo e a
carga efectiva de uma macromolécula porque todos os outros i8es estdo presentes.

Por isso a electroforese & usada para medir tamanhos e formas relativas das
moléculas em vez de valores absolutos

Por variagdo do pH da solugao, pode-se transformar estas moléculas, em ides.

Aplicando uma difereca de potencial de elctrodo a esta solugdo — pode-se obrigar a migrar catides

para os polos negativos e os anides para os polos positivos.

Esse movimento de migragao é em fungéo da carga, tamanho e forma das moléculas.

Exemplo: O perfil das proteinas do soro (separagdo das proteinas), tais como gamaglobulina e

betaglobulina, é feito por electroforese.
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Conclusdo: as PROPRIEDADES DO TRANSPORTE em estudo sio:

= Difusdo e Sedimentagdo — medem o transporte demassa

= Viscosidade — mede o transporte de momento

= Electroforese- mede o transporte de carga
\

Em todas as situagéoers, dao-nos indicagdo sobre as moléculas: tamanho, forma

PROPRIEDADES DE TRANSPORTE: APLICACOES

As propriedades sao utilizadas em:

= Purificagdes
= Separagdes: Particulas celulares, proteinas e acidos nucleicos

=  Analises

E no caso particular da sedimentagdo e da electroforese em gel, a aplicabilidade deles é muito

relacionada com os aspectos bioquimicos.

SEDIMENTAGAO — permite o fraccionamento baseado nas diferengas dos coeficientes de
sedimentagéo, ou seja, velocidade em que esta depende da massa da particula, do seu formato e da
densidade relativamente ao solvente onde esta incluido.

ELECTROFORESE DE GEL — usada para separar proteinas nativas que diferem entre si pela carga ou
proteinas desnaturadas que diferem entre si por uma unidade peptidica ; usada para separar acidos
nucleicos que diferem entre si por um nucleétido e por isso determinar a sua sequéncia destes nucleotidos;

separa fragmentos de DNA

CONCEITO DE DIFUSAOQ: COEFICIENTE DE DIFUSAO

A difusao ocorre sempre que ha uma diferenga de concentragéo no recipiente. A difusdo tende a

igualar as concentra¢des nos dois lados do recipiente.
A difusao pode ser um método efectivo de transporte de moléculas.
Ocorre de um local com maoir concentragao para um ocal de menor concentragao
Processo lento que pode ser acelarado por agitacdo. Mas, se ndo ocorrer mais henhum fenémeno

o transporte/movimento aleatério das moléculas, a difusao € um processo lento.

Exemplo.: quando mexemos o café é para o agucar se dissolver todo no café. Se nada fizessemos,

quando o agucar tiveese dissolvido, o café ja estaria frio.
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DIFUSAO EM ESTADO ESTACIONARIO:CONCEITO DE FLUXO DE DIFUSAOQ
Pode faze-se através do fluxo de difusdo.

Se se admitir que as moléculas em solugao atravessam uma secgao y
unitaria, num plano yz.= fluxo de difusdao sera a quantidade de soluto
(numero de moléculas ) que se difunde através unidade de area, por

unidade de tempo, na direcgao x.

Esse fluxo de difusdo pode ser representado matematicamente por
variagdo de m(massa ou numero de atomos) em ordem ao tempo, e é
naturakmente inversamente propocional a area que as moléculas atravessam.

U

O fluxo é muito mais rapdo quanto menor a aréa que a molécula tem que atravessar

- . M 1 dM
EXPRESSAO MATEMATICA: J=— =—Xx—

At A" dt
M- massa (ou numero de atomos)
A- area
t- tempo

J- em atomos/cm?.s ou mol /cm®.s ou equivalente

E CONSEQUENCIA daquilo a que se chama MOVIMENTO BROWNIANO.

DIFUSAQO E MOVIMENTO BROWNIANO
Em solugéo, as particulas de soluto estdo em continuo movimento devido
a energia térmica do sistema = Movimento Browniano. /joﬂ/ta

As moléculas de soluto colidem continuamente com as moléculas de S %
Ok—a‘o

solvente e a energia cinética transferida as particulas de soluto provocam o seu

movimento aleatério, através da solugéo. Movimento Browniano de
L . . uma particula de soluto
Se existir uma diferenca de concentragcdo de soluto entre duas zonas da

solucao, existird uma migracao (difusdo) do soluto das regides de elevada concentracdo para as regides
de baixa concentracdo, até haver igualdade de concentragcdo, nas duas regides. No equilibrio, a difusao
para embora as moléculas de soluto continuem a mover-se.

N&o ha migragao porque o gradiente de concentragdo desaparece.

A velocidade com que as moléculas de soluto
EINSTEN — resolveu quantificar esta difusdo migram atraves do solvente depende do
tamanho e da forma das particulas.

(através do coeficiente de difusdo) em fungdo do O parémetro que descreve esse movimento é

raio das particulas. chamado Coeficiente de Difuséo

Esta difusdo é inversamente proporcional ao -
i . Movimento Browniano de Albert Einstein mostrou que:

quadrado do raio das particulas. uma particula de soluto
Du—

)
¥

A medida que o raio molecular aumenta, D decresce com o quadrado do raio
porgue aumentam as friccBes entre solvente e soluto
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Conseguiu calcular que a variacdo de movimento das particulas (espago que elas percorriam) era
directamente proporcional ao coeficiente de difusao e ao tempo quue elas demoravam a difundir.
U
So que esta proporcionalidade nao é directa: o quadrado da distancia que era percorrida por estas

substancia & que é porpocional ao coeficiente de difusdo ao temp que demoravam a progredir.

DIFUSAO E MOVIMENTO BROWNIANO

Isto significa que ha uma

relagdo proporcional entre a variagao da 2 (@xp - quadrado  do
~ (dx) = 2Dt deslocamento médio (distancia
concentragdo, num ponto e noutro, de difundida)

uma superficie, quando as moléculas
Relagdo de Einstein — mostra o tempo médio necessario para que as
moléculas de soluto migrem de um ponto para outro

Entdo o fluxo de difusdo é c

atravessam uma distancia x.

de concentracéo
em dois

itration (C) .\_ln_ug
directamente  proporcional ao tal shle
the mas: of mote:;lle: will be that

gradiente de concentracdo (que e

nicial

corresponde a variacao da I =

concentracdo relativamente & variagéo - o e )
A relagdo de Einstein diz-nos qual a distdncia média que uma molécula

de distancia que as moléculas difundira por tempo. Esta relagdo mostra que o tempo necessario para a
difusdo aumenta com o quadrado da distancia sobre a qual ocorre a difusao
atravessam).
O movimento das moléculas é em fungédo do excesso de concentragdo num ponto e do défice de

concentrag&o noutro ponto.

CoNcLUSAO: Segundo Einstein, pode-se representar geometricamente o movimento das particulas
numa determinada area, apercebendo-se que inicialmente o maior numero de particulas se localizava no
ponto roxo segundo uma curva browniana. Se se esperar algum tempo, a concentragédo vai decreser do
ponto roxo e vai amentar progressvamente para os lados.

No fundo, a equagao de Einstein, da-nos uma indicagao da distancia média de cada particula que
funde por tempo, mostrando o tempo que € necessario para que a difusdo ocorra em fungdo da distancia

que as particulas tem de percorrer.

RESUMINDO:
Para além de outros fendmenos, também indicamos o transporte de moléculas.
» Sedimentacéao

» Electroforese em gel (no caso da diferenga do potencial eléctrodo)

O processo de difusdo corresponde ao transporte de uma quantidade de moléculas quando se
deslocavam numa determinada area e num determinado tempo.
Uma molécula quando esta em estado estacionario, isto é, ndo ha nenhuma forga externa que

impulsiona o transporte das moléculas para além do seu préprio movimento aleatério. Entdo, o fluxo de
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difusdo é constante ao longo do tempo, isto €, o numero de moléculas que se desloca é sempre o mesmo,
qualquer que seja o tempo. E esse fluxo é directamente proporcional ao gradiente de concentragdo quando
estas moléculas atravessam uma indeterminada substancia e segundo a relagao de Einstein.

O quadrado do deslocamento das moléculas é directamente proporcional a difusdo e ao gradiente
de concentragéo.

Um britanico, quando estava a observar ao microscépio, a particula de podlen, apercebeu-se que o
seu movimento se fazia aleatoriamente com moléculas a chocarem, mas com as outras e ocupando espao
sucessivamente espacos diferentes. Isto € o movimento fazia-se num sentido demorando um determinado
tempo.
12LEI DE FICK

A 1%ei diz que o fluxo é directamente

proporcional a variagdo da concentragcdo em ordem ao

percurso das moléculas executem.

12 Lei de Fick: o fluxo difusivo
(“velocidade” de difusdo) & proporcional
ao gradiente de concentragdo existente

. . J-_D dc
Claro que, sabendo nés que o fluxo € uma - d
variagdo das moléculas numa determinada area e de
. . . Obs.: Note que esta relagdo é independente do tempt
tempo, pode-se relacionar esta variagdo com a lei de dn de O sinal “negativo” indica que o fluxo da difus&o ocor
= — |=—0L)— da concentragdo mais alta para a concentraca
Fick. drd dx  mais baixa.
. . . ) -3
Naturalmente que o sinal negativo surge, J( moles J:D(ﬁl moles.cm }
_ -3 122
porque as moléculas passam de uma zona de alta g_mo‘f'cm cms dx cm
g P |
concentragcdo para uma de baixa concentragdo. O fluxo St
acaba por ser positivo embora essa variagao seja negativa.
. - I < dc
O conceito de coeficiente de difusdo resulta da expresséo:  J = —])| ——
dx

Pode ser util na caracterizagdo das moléculas, do percurso e da sua forma. As unidades em que
se exprime sao cm?/s ou m?*/min (significado fisico € o percurso que as moléculas tém por unidade de
tempo).

E de realcar que se for um estado estacionario, o percurso é sempre constante em fungéo do

tempo. O mesmo ja ndo acontece quando o fluxo ndo é estacionario.

COEFICIENTE DE DIFUSAO: EQUACAO DE ARRHENIUS

Naturalmente que, sendo a difuséo determinada  Dpifusio — & um processo activado termicamente. O coeficiente

. . . de difusdo da uma ideia da “velocidade de difuséo”
pelo movimento e sendo o movimento o calculo da

Depende: I da natureza das moléculas em questdo

energia média das moléculas, pode-se estabelecer uma

~ - A 1 da concentracdo do soluto
relagdo entre o coeficiente de difusdo e a temperatura a

que o sistema esta. Esta reacgéo quimica € um processo I da temperatura
termicamente activado e por isso ha uma relagao directa A E%
— RT

entre a difusdo e a temperatura. E se se logaritmizar esta ["(Po))|  siope=Fp D= Doe
expressao, pode-se calcular a energia de activagao que é g f Di(difusividade)- constante  independente ¢
necessaria para promover a difusdo e calcular a - 1| temperatura (ms)

kT| E, = energia de activagéio para a difuséio (J/mc
temperatura minima para que haja um decréscimo da #| cal/mol; eV/atomo
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concentragcao em fungao do tempo.

DIFUSAQ EM ESTADO ESTACIONARIO: PERFIS DE DISTRIBUICAO MOLECULAR

Este exemplo mostra como ¢é

Um exemplo:

possivel calcular o fluxo em fungéo do A difusdo de Na* através da membrana celular.

Se a concentracdo de Na* intracelular for 50 g/m?
e a concentracdo extracelular for 200 g/m* , o
coeficiente de difusdo for 2x10° mis e a
espessura da parede celular for 30 nm, qual € a
velocidade de transporte de sodio através da
membrana?

coeficiente de difusdo das particulas e da

concentragao destas particulas quando estao

no interior e exterior da célula.

Assuma que as concentracdes em ambos os
lados da membrana s&o constantes com o tempo
e que o fluxo & estacionario.

O grafico mostra que no T, as

particulas estdo todas localizadas nesta zona

central. E ao deixar passar algum tempo, por j=-D%Z

exemplo 1 segundo, verifica-se que a grande FPerfil de concentracdo numa = | . /s 200g /m* —50 g fm?

experiéncia de difusio 30210 m =-10.0gm s

parte das moléculas esta ainda na zona
central, mas ha algumas que difundiram.

Controlando o tempo, verifica-se o decréscimo de concentracdo do interior, havendo uma
dispersdo para os lados. Até que ao fim de um tempo suficiente para estabelecer o equilibrio, ha uma
mistura completa das moléculas com o meio envolvente e ndo se consegue ao certo determinar qual o
local, qual a area onde ha um aglomerado de moléculas, ou seja, 0 movimento das particulas s6 depende
delas préprias, da sua energia de activagdo, da sua actividade térmica, pode-se dizer que o fluxo é
directamente proporcional a essa variagao da concentragao.

Em jeito de conclusédo, para um tempo constante, o fluxo de ides Na® na membrana, é da ordem

dos 10 g.m'z.s'1.

E assim que é possivel saber quais sdo as concentracdes de substancia activas, sob o ponto de
vista farmacolégico, que se tem que fornecer ao doente, em fungéo do fluxo de cada substancia para o
interior da célula, de forma a ndo provocar: ou excesso de concentragdo no interior, ou défice de fluxo

quando prevemos que o ido deve ser transportado para o interior da célula.

DIFUSAO EM ESTADO NAO ESTACIONARIO: 2°LEI DE FICK

Mas, se se tiver apenas uma dependéncia da © tratamento quantitativo do processo de difusio em estado nio
estacionario é formulada através de uma equacao parcial diferencial

variagdo da concentragao das moléculas em tempos

constantes, considerando uma determinada distancia, Diferengas entre difus@o de um gas em estado estacionario e

pode-se considerar que a molécula estd num tempo T, s D RIS T

(estd num sitio) e num tempo T, (estad noutro sitio). E Steady state diffusion Norr-steedy state diffusion
como o movimento é aleatorio., entdo a variagcdo de e = Kapiax w \
concentragado nos pontos é constante a nao depende do po = const. Y ’pz
tempo: é considerado um estado estacionario. membranc M:){ j’;;m i j:‘ —

Figure 4 Steady state and Non-stzady state diffusion

Porém, se houver uma causa ou fluxo exterior que contribua para este fluxo, entdo ha para
tempos diferentes, a concentragdo no T, vai ser também diferente. Ou seja, a variagdo da concentracgao,

(neste caso das moléculas de um gas em fungéo da distancia que elas percorrem) € em fungédo do tempo.
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Assim o tratamento matematico em questdes de fluxo, em questdes de estado nao estacionario, é

diferente e ndo pode ser tratado de forma tao linear como a 1%lei de Fick determina.

Exempilo:

Considera-se ~ entdo UM | considere um elemento de volume

estado n&o estacionario, um elemento | (entre x e x+dx, através da area da -

Area,

de volume (dentro de um sistema que | S€c¢ao) de uma membrana que separa [/

dois volumes finitos envolvidos num

esta localizado entre x e x+dx, através
. . sistema de difusdo. O fluxo de um & J
de uma area de secg¢do) de uma . . .
dado material no interior do elemento WINL A,
membrana que separa dois volumes | ye yolume, menos o fluxo no exterior D @ -

finitos envolvidos no sistema de | do elemento de volume iguala a
difusdo. E o fluxo do interior deste | Vvelocidade de acumulagao do material

elemento de volume menos o fluxo de | Messe elemento de volume Lo I ST
i e c
exterior do elemento do volume J, =, g =——dx
ot X x+dx

(porque também contribui para este
. . . N . = C- concentracdo média no elemento de volume; c dx- quantidade total de material
mOVImentO) e prop0r0|0na| a Varlagao gue se difunde no elemento durante o tampo t
da concentragéo neste elemento de volume, mas tempos diferentes.
Ou entado pode dizer-se que esta diferenga iguala a velocidade de acumulagdo do material nesse

elemento de volume. l

Surge entdo a lei de Fick que ja tem de levar um  Ysando as séries de Taylor, podemos
expandir J,,,, cerca de x e obteremos:

area, &

enquadramento matematico diferente, portanto tem que

: = ; aJ, 0°J, dv’ 1
recorrer a expansdo daquilo que se passa em cada um Ty =T+t o e af)
N ~ . . OX X Z 4
dos tempos, chegando a expressao acima referida. 3
. ~ ~ Uma vez que dx—0 o
A variagao da concentragdo, em ordem ao tempo,
. : . e n 0 éc) ac
é directamente proporcional ao coeficiente de difusdo e ao T(D : |:T
ox\ x /) ot
quadrado da derivada de t, em ordem a distancia que as I Jycrlx
2 ——l-_——b
moléculas percorrem. dc -D dc ¢
2 +d
ot Ox T

CONCLUSAO: Se se tiver que estudar o movimento do fluxo estacionario, tem-se de aplicar a 12lei

de Fick, se o movimento n&o for estacionario, aplica-se a 2%lei de Fick.

COMO EXEMPLO PRATICO:

Se introduzirmos um eléctrodo de pH para medir a concentragdo hidrogenionica de uma solugéo,
0 que acontece é que os ides H' da solugdo vao ser transportados para a membrana do eléctrodo através
de um gradiente de concentracdo, o fluxo que se estabelece em funcdo, ndo sé do tamanho das
moléculas, mas também do coeficiente das mesmas e da distancia que elas tém que percorrer.

Significa entdo que o eléctrodo de pH tera, em estado estacionario, um tempo de resposta que vai
depender deste gradiente de concentragdo. Se se agitar a solugdo onde esta o eléctrodo de pH, passa-se
como um “degradé”(?) de concentragdo em que cada um dos pontos da variagdo da concentragdo em

ordem ao tempo é diferente, entdo favorece-se o tempo da exposta da unidade analitica.
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Basicamente, o fluxo de difusédo e o gradiente
de concentragdo variam com o tempo, de acordo com
a lei de Fick, em que este parametro é designado por
DIFUSIVIDADE.

E um parametro que é independente da
temperatura e indica-nos qual a frequéncia vibracional
das moléculas e qual é o salto que as moléculas dao
dentro do volume que atravessam.

A equacgao de Fick s6 pode ser considerada
se considerarmos antes da difusdo, todas as
moléculas do soluto estdo uniformemente distribuidas,
mantendo a concentragao inicial constante. Em que o
valor de x (valor da distancia que eles percorrem na
superficie) é 0. E que depois aumenta, a medida que
as moléculas avancem em profundidade na solugéo.
de

constante e ndo muda com a concentragdo. O tempo,

O coeficiente difusdo permanece

& 2a Lei de Fick: em condicées de difusdo em estado néo-

estaciondrio (condicdes transientes), o Fluxo de Difusdo e o
Gradiente de Concentrac¢do variam com o “tempo”.

Se a “difusividade” ndo depende de “x”
tem-se

Dutnes ac

A equacéo diferencial de segunda ordem so6 pode ser resolvida se
forem cumpridos os seguintes requisitos:

® Antes da difusao, todos as moléculas do soluto em difuséo estao
uniformemente distribuidas, mantendo uma concentracéo “C,";

® O valor de “x" na superficie € zero e aumenta a medida que se
avanca, em profundidade, na solugéo

® O coeficiente de difusdo permanece constante (ndo muda com a
concentracéo)

® t = 0 imediatamente antes do inicio da difuséo

que é considerado, tempo 0 tem que imediatamente antes do inicio da difusdo. Ja que no momento T,+dx

ha uma variagao de concentragdo das moléculas.

Isto significa que os esquemas (que a
prof mostrou na aula anterior) e que tem um perfil
da variagdo da concentracdo das moléculas

verdinhas e das moléculas verdinhas claras. Este

Difusdo de um material
com um gradiente de
concentracdo (etapa
inicial). Os perfis s&o
indicados parat=0 et t,

ety

perfil, ndo € um perfil que se vai prolongando na

forma que este.

Ou melhor, se tivéssemos um fluxo

estacionario, o que acontecia é que tinhamos as

0 comportamento
correcto é descrito pela
23 lei de Fick

moléculas concentradas no centro. Ao fim de algum tempo, tinhamos o perfil mas mais baixo (e sem

mistura). Ao fim de mais algum tempo, o perfil estaria mais baixo ainda até haver uma completa mistura

das moléculas.

No momento em que esta associado o estado nao estacionario com o fluxo exterior, o perfil ndo é

assim enquadrado.

Isto variava da mesma forma se o T, estaria aqui, ndo T, estaria aqui, no T4 estaria aqui, até

estarem todas misturadas. Exactamente porque ha um fluxo exterior, o perfil que se estabelece, &€ um perfil

inozoidal.
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Significa que, no mesmo ponto, a concentragdo das moléculas relativamente a essa distancia nao
€ 0 mesmo que a concentragdo aqui. Ha continuamente uma variagdo da concentragdao em fungéo do

tempo que as moléculas demoram a difundir.

COEFICIENTE DE DIFUSAO

Como é possivel fazer a determinagcao?

(id que este pardmetro é muito importante em termos moleculares, porque permite uma

caracterizagdo da molécula)

Ha processos muito especificos, iremos ver o que nos da um valor absoluto do coeficiente de

difusdo, mas muitas vezes é muito complicado de o determinar.

METODO
. . . ¥ Medir a quantidade de material que é
* Medir a quantidade de material transferido, através da unidade de area e

que é transferido, através da unidade de por unidade de tempo.

¥ Usar um disco de vidro poroso de
espessura Ax, para separar duas solugdes
de diferentes concentragdes

area e por unidade de tempo num disquinho

que permite a difusao.

= Usar um disco de vidro poroso de % A_ velocidade de transferéncia_ do
B Ax material (mol s ou g s™) através do disco
espessura Ax, para separar duas solugoes P g X pode ser medida usando um marcador
\ - _ radioactivo.
de diferentes concentragdes, num e noutro C,— G

¥ A area efectiva do disco poroso é

lado. ) determinada por calibragdo do mesmo

J=cm2s ou g cm2s? W i e
= A velocidade de transferéncia do ) com uma substadncia cujo coeficiente de
€, €, =mol cm ou g cmr difusio é conhecido
. -1 -1 . .

Ax =cm

material (mol s ou g s7) através do disco M= @ J é obtido dividindo a velocidade de

pode ser medida usando um marcador T ems transferéncia do material pela area

. . . . . efectiva do disco noroso ) )
radioactivo. A velocidade de transferéncia é registada, tornando uma das solugdes radioactivas. Depois

vai-se registando a radioactividade ao fim de algum tempo dum lado da solugéo.

= E os outros dois pontos, tal como esta no acetato.

S6 que, para manter a concentragdo, De acordo com Newton, a forga que actua sobre qualquer object

causa aceleragdo. Num meio viscoso, o movimento do objecto

utilizam-se grandes volumes de solugao quer de impedido por uma contra-forca chamada forca de friccao que
proporcional a velocidade do objecto , mas em direcgdo oposta.

um lado quer do outro e processa-se uma Fhme e = Fy

agitagdo. Nessa altura determina-se D que é um f = Coeficiente de friccdo

valor absoluto. Atinge-se a chamada velocidade terminal quando a forca que produz
movimento é balanceada pelo coeficiente de friccéo
Quando as moléculas sao incluidas em

Frictional fre

solugbes muito diluidas ou quando elas tém uma Pt
determinada forma, nada interfere na difuséo. Na || = &
maioria dos casos, sobretudo em ambientes —
macromoleculares como sdo o caso das solugbes que existem no nosso organismo, as moléculas nao

difundem sé em fungao das suas caracteristicas de difusdo, mas porque algo de fora as obriga a retardar o
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seu movimento. Isto é, a interacgao com o meio envolvente vai determinar que a velocidade de difusdo nao

seja aquilo que é esperado mas sempre um valor inferior ao que é esperado.

Isto é devido a uma forga que actua no sentido contrario: a forga de fricgdo. Essa for¢a de friccao,
que no fundo corresponde ao choque do soluto com as moléculas envolventes, é directamente
proporcional a velocidade terminal que as moléculas atingem. Isto é, elas atingem muito mais rapidamente
a velocidade terminal, exactamente porque ha uma forga contraria que impede esse movimento da difusao.
Logo, esta constante de proporcionalidade é designada por coeficiente de friccdo e pode ser relacionado

com o coeficiente de difusdo.

Segundo Newton, a forca € igual @& Num meio viscoso a velocidade terminal é rapidamente atingida ,

entdo é o coeficiente de fricgdo determina qudo rapido é o

massa vezes a aceleragdo para cada uma das movimento da molécula sob acg¢io de for¢as que actuam na sua
difusdo, sedimentagdo, electroforese ou outras medidas de

particulas que produz o seu movimento. transporte.

Porém, na realidade, o efeito que se observa Embora segundo a lei de Newton - a forga seja igual 8 massa x a
i . . aceleragdo- para cada uma das particulas em solugdo, o efeito
€ que a forga que produz o movimento, € igual observado é que a forca produtora do movimento & igual ao

] P coeficiente de fricgdo x a velocidade terminal (v
ao coeficiente de friccdo (f) vezes a gdo (f) (v)

velocidade terminal (v) que ele atinge.

Forca=fv
forga massa x aceleragdo .
= = = Y
velocidade velocidade

Este parametro é crucial na determinagdo das propriedades moleculares e caracteriza a rapidez
do movimento por ac¢cdo de uma forga, ou seja, quanto maior for o coeficiente de friccdo, menor é a
velocidade que ela atinge e informa-nos sobre o tamanho e forma das moléculas quando elas interagem no
meio envolvente.

Através da equacido de Einstein, o movimento de difusdo é directamente relacionado com a
energia que as particulas tém, isto €, com a temperatura (quanto maior a temperatura, maior a difuséo).

Pode-se relacionar ndo s6 com aquilo que Ihe provoca movimento, mas também com aquilo que
Ihe impede o movimento.

Assim, existe uma expressdo que, por determinagcdo de f, acaba por ser mais simples de

determinar A de forma indirecta, em relagdo ao método da radioactividade.

coeficiente de friccdo das v & uma propriedade molecular
v caracteriza a rapidez do movimentio da particula por

particulas com aquilo que accdo de uma forca.

obrigava as particulas a terem ¥ quanto maior for f menor é a velocidade

esse tal tratamento. ¥ f informa sobre o tamanho e forma das moléculas e

suas interac¢gdes com meio envolvente

Ja se sabe que as _ o . .
Para uma solugé@o de um liquido, a forca de friccdo exercida pelo solvente, afecta a

partl'culas que deveriam atingir difuso das moléculas de soluto . Einstein propés a seguinte relagdo guantitativa
g para traduzir esse efeito

por difusdo uma velocidade kT K- constante de Boltzmann =
[) — constante dos gases perfeitos/ n°
muito elevada, acabam por e
L . . f-Nsm”’
atingir rapidamente a sua [EGUacacdeEinStEInY

velocidade terminal, porque tém uma forga (coeficiente de fricgdo) que impede esse movimento.

54



De onde vem o coeficiente de fricgdao?

Vem do coeficiente de resisténcia que as particulas tém com o meio envolvente.

No fundo esta relacionado com a viscosidade do meio. O coeficiente de fricgdo é fungdo do meio
que o envolve, da viscosidade desse meio (ou também podera ser em fungdo do tamanho da particula)

que vai fazer a particula atingir, mais ou menos rapidamente, um determinado ponto.

J =6y
EXEMPLO:
Se tiver uma molécula muito gorda que esteja num ambiente pouco viscoso, ela vai difundir mais

rapidamente do que se estivesse nhum meio mais viscoso, ou seja, a velocidade terminal num ambiente

mais viscoso, € muito mais rapidamente atingida se for num ambiente menos viscoso.

Stokes resolveu relacionar o coeficiente de fricgdo exactamente com o meio envolvendo:

f — relacionado com o tamanho e forma da molécula. Para uma
esfera ou uma molécula esférica de raio r, Stokes encontrou:

, i o . = 6anr o
também em funcgio da viscosidade e do raio das f T n- viscosidade do solvente

. . . . r- raio da molécula
particulas (processo muito mais simples). Equagdo de Stokes

L0907 como é tabelado, e sabendo T, Assim poderemos relacionar....

Ou seja, pode-se determinar D n&o sé em

fungdo da temperatura que o sistema possui, mas

sabe-se o D (processo mais simples da Mede a energia térmica da

determinac&o do coeficiente de difusao). molecula

Porém, como o valor de D é como se

fosse um valor ficticio, ndo é verdadeiro como se o determinasse no sistema de coeficiente de difusao.

PORQUE?
Porque os coeficientes de fricgdo sdo sempre muito experimentais, sdo sempre mais baixos que

os coeficientes de friccdo determinados pela equagao de Stokes.

Se D e 1) forem conhecidos saberemos o valor do raio da molécula

Geralmente o valor de f calculado pela equagdo de Stokes é
geralmente menor do que aquele que deriva da equagdo de Einstein
porque:

e A molécula esta solvatada (o raio aumenta). O raio ndo é um raio real, mas € aumentado devido
a solvatacao que a prépria molécula tem, ou seja, a toda a ambiéncia i6nica que a molécula tem.

e A molécula é nao esférica. O tratamento matematico tem que ser feito para uma situagéo
definida, logo 0 mais simples é admitir que as moléculas sdo esféricas mesmo muitas vezes nao
0 sendo, a fim de determinar o raio.

e Ambas.

Isto faz com que os valores de f experimental sejam sempre menores do que o valor de f calculado

pela equacao de Stokes, afectando a equagéo de Einstein em que se determina a difusédo das particulas.
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Influéncia da forma da molécula no coeficiente de fricgao

(NoTA: O coeficiente de difusdo e o de friccdo sdo muito utilizados pelos bioquimicos para

caracterizagdo das moléculas.)

EXEMPLO: das moléculas que existem no nosso organismo em fungéo corporal, sdo raras as que
tém forma esférica.

A maioria das moléculas tem forma de bastonetes ou
formas totalmente distintas das de uma esfera.

Também s&o aplicados critérios de correcgdo na -
determinacéo de raio das particulas nao esféricas, a fim de ndo
alterar muito o valor do coeficiente de fricgao (porém, cometem-

se erros). o e

CONCLUSAO:

A difusdo é um processo de transporte que ocorre nas células vivas, nos ambientes gasosos ou
nos liquidos tem o mesmo significado em termos de “anglofaction”(?) de diffusion.

E caracterizado pelo movimento das particulas quer de um liquido quer de um gas, gel ou mesmo
de um sdlido num sistema.

Origina um processo muito conhecido: a osmose. E o resultado do movimento das zonas de alta
concentracdo para zonas de baixa concentracdo. E é derivado quer de gradientes de concentragéo, quer

de campos eléctricos ou outras forgas.

Em resumo. ...

Process am.moruatl:mlauexpezrrent

red die in water expetirent living cells
A gas
liquid
tupe of
prircd e Tistrated in e .
molecule mecurs at #ite difusion
characteristic of SAME AS
concentration gradient
ronwection currents drivan hy . )
electrical field diffusion
other forces
has charactzristic
rrowementof mokaoiles
il ! i
bl moemert of rolecules. 193 TUpE i, 5es gEl. ar
from higher coeertration L)

to lower concentration OSTNOSIS




Exercicios(a professora s6 usa exemplos bioquimicos)

Exercicio: difusdo
O coeficiente de difusdo da ribonuclease A bovina (Rnase A) a
20 °C, em tampéo diluido é:
Dignaseay = 1,31 X 10 cm?fs
K =1,380 x 107" erg/K-molécula (1 erg = 1g m/s?)
a) Calcular o coeficiente de friccéo

R
77D

“1,3 80x107 amls 2K —molécula :h298K )‘
131x107%cm? / 5

£=309x10"g /s

=

Assumindo que a proteina é uma esfera & sabendo que a
viscosidade do tamp&o aquoso é aproximadamente igual a da
agua ( 1,00 x 102 g/s? cm) a 20°C, calcule o raio hidrodinamico
da proteina:

f

oy
. (3._09><10_8g/s) 1
“_67[)(1,00 x1072 g/ SECIH)J
r=164x107" em

f=6mn=r=

0
r=1644

Conclusao ex1: significa que num segundo movimentam-se 3,09 x 10'89.

DIFUSAO E OSMOSE

OSMOSE: da origem ao transporte passivo
no interior das células. Como ja é sabido, para além
da energia das moléculas, ndo é necessario outra

energia extra.

Movimento das moléculas (ou pequenas particulas) num meio
fluido (gas de uma regido de elevada concentragcao para outra
de menor concentracdo ou liquido)
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TRANSPORTE PASSIVO
Ao fim de algum tempo, as moléculas de agucar vao-se libertando e vao progredindo, neste caso
na agua. E ha um fluxo de moléculas de uma zona de alta concentragédo para uma zona de menor
concentragao.

FACTORES QUE AFECTAM A DIFUSAO

m Tamanho da molécula ( as moléculas pequenas difundem mais
rapidamente)

m Densidade do meio (a difusdo &€ maior no ar do que na agua)

m Temperatura ( rapidez e velocidade de difusdo aumentam com
a temperatura)

m Gradiente de concentracéo ( a difus@o ocorre mais facilmente
quanto maior é a diferenca de concentracio entre os dois

meios) (que condiciona também a viscosidade)

CASOS ESPECIAIS DE DIFUSAO E OSMOSE

OSMOSE- difusdo de moléculas de agua através de uma
membrana semi-permeavel. Sendo uma membrana selectiva que s6 deixa | ™
o*

passar moléculas de determinado tamanho. As moléculas de agua

passam de uma zona de baixa concentragdo, para uma zona de alta -

concentragao. ot >
Net movement of water

Ditfusion Across a Membrane

Regian 1

A e P . . ~ (=] ks ]
DIALISE- O fenémeno é derivado de difusdo, mas %% 0% 1 e T O,
® o o%¢ |pomanel| o
neste caso ha difusdo de pequenas moléculas de soluto ° e o o, o e ® g
| 4 oA Tma™ w S o
(dissolvidas em agua) através de uma membrana semi- S v
svel o @ % /-"/O ° e ®
permeavel. = Naors | © o ©
<12
Inil@l Staise: Final Siata:
111 = 1€k ICH =192

E o que se faz quando se esta a “purificar’ o sangue nos hemodialisados. Ndo se vai diluir o

sangue destes, fazendo passar agua no seu interior, mas pelo
Lergemlzle:\ilei iml-rnﬂoLn:JIash:m
cannak Iraverse  yaverse the membrane

contrario, sdo as moléculas téxicas que se vao acumulando themanbane /

Dialysistag =

durante os processos metabdlicos, que saem por didlise através

Concentrated ||
wlution

de uma membrana semi-permeavel. ]
Euffevf-\'il;

Os nossos rins também funcionam assim. Tém

membranas semi-permeaveis que promovem as trocas para que !

B Mswrofdiles  Arequibrium

os elementos passem para a urina que depois € expulsa.
(separagdo de macromoléculas)
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OSMOSE REVERSA (processo muito mais eficiente)

WATER

PR 4

> IMPURITIES

MPURITIES

SEMI
PERMEABLE
MEMBEANE

**FURE WATER

TO DRAIN

Osmose — processo através do qual
um liguido diluido difunde, através de
uma membrana semi-permeavel, para
o interior de um liquido mais
concentrado

Osmose reversa - processo reverso
do anterior. Quando uma pressdo &
aplicada a agua, esta € cbrigada a
atravessar a membrana semi-
permeavel, enquanto as impurezas se
deslocam para dreno

EXEMPLO: nos paises arabes, toda a dessalinizagdo da agua é feita. Melhor processo para obter

agua pura.

AGUA MILIQUE- 4gua com uma condutividade eléctrica

muito baixa,

substancias muito puras nos laboratérios de investigagdo e

industrias farmacéuticas.

A agua miliqué é obtida por osmose reversa, porém o

rendimento deste processo € muito baixo.

usada para esterilizacdo e manipulagdo de

Seleciively Permeable

Oemasis

Ex: Nos paises arabes, uma garrafa de agua é muito

mais cara que uma de vinho.

SOLUCOES ISOTONICAS E HIPERTONICAS

ILLUSTRATION OF OSMOSIS

Reverse
Osmasie

Eyuilibriumn

Remove 98% dos solidos e 100% das particulas coloidais

No decorrer da difusdo, podem acontecer trés situagdes:

e Se a concentragao do soluto (sal) é igual dos dois lados, a agua

movimenta-se de uma lado para outro e ndo acontece nada a célula. (meio

isoténico)

e A concentragdo é menor no exterior do que no interior da célula, logo a

agua movimenta-se para o interior da célula. Meio hipotdnico, a célula aumenta

de tamanho, podendo rebentar.

e A concentragdo € maior no exterior do que no interior da célula, logo a

agua movimenta-se para o exterior da célula. Meio Hiperténico, a célula diminui

de tamanho.

Solute Selectively permeable
melecules membrane blocks solute

Q_—_T —

Direction of water movement

Isofonic Hypertonic
Conditions Conditions
4'\ plasma | ’
— membrane |
. {\ | W
(& 3 3o,
= 7 \ —y
#{’ Hypotonic - |\
Conditions i
\ -.hk
"
Animal
Cells &

Ex: quando vamos para a agua do mar, esta € mais concentrada que as nossas células e a agua

destas tem tendéncia a sair para atingir o equilibrio.
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EXEMPLO DE SOLUCOES SANGUINEAS

Solugao de sangue hiperténica-
glébulos vermelhos ficam
plasmolisados (diminuem de
tamanho)

Solugao de sangue isotdnica-
glébulos vermelhos intactos e
perfeitos

Solugéo de sangue hipoténica-
a agua entra e o citoplasma
exerce uma pressao de
turgescéncia sobre a membrana,
conduzindo ao rebentamento das
células (lise celular). No caso dos
glébulos vermelhos, o fenébmeno
designa-se por hemdlise.

Dai as formulagbes injectaveis ndo poderem ter uma concentragao qualquer. Tém que ter uma

concentragcdo em cloreto de sédio 0,9g/L, que corresponde a um ambiente isoténico. Caso contrario, pode

provocar lesdes do tipo em que as células ficam plasmolisadas ou quando aumentam de tamanho.

X % e o8 @ 990
PRESSAO OSMOTICA o o Y °° & s
~ . . , o @ e o O
» Pressao directa da quantidade de molécula que 0 94 :g?% M
@
i , 29, "]
atravessa a membrana semi-permeavel . ga: -09% H ook
. L . g% | 90,0
» Propriedade coligativa que depende do numero de - %Gf'eg °‘2,aa @ e ety
z = ; @ gjee0 ke e
moléculas que estdo envolvidas no processo de Ll %é% P 0: 0 ! &
9 @@ = e
e @ Presséo necessaria para
osmose eggeg:goo a prevenir o fluxo osmotico
> E relacionada com a concentragdo e a massa arbone através de uma membrana
semi-permeavel que separa
molecular das particulas B ) duas solugdes com diferentes
Membranas  especiais 6 concentracdes de soluto.

A pressdo osmotica é funcgéo
directa do numero de moles do soluto que
existe num determinado volume de
solugdo e, como esta variagdo se
relaciona com o movimento aleatério, esta
relacionado com a temperatura.

S6 que, na maioria das solugdes
moleculares, o movimento é muito lento

porque as moléculas sdo grandes.

deixam atravessar o solvente

Appliad pressure
needed o pravent
wolume incraase

. - WETIIS. - L\_I
| = Pressé stica -TT
—r —[Wm W’ 5 ressdo osmotica -

| y. pr |
-\ &Y
AT ;
Sempermaatle "y LY %

Solule
molacules |
Sohent

-
[
-
[
molaculas L
'
il

=

Msoluto . pT — MRT
=

solucdo

7- pressdo osmética (N m-2 ou Pa); V-volume (m?) da solugdo ocupada
por n mol de soluto; R- const. Gases (8,314 J mol-'K-1); T- temp.

absoluta (K)
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SOLUCOES DILUIDAS

- > Se w Kg de soluto & colocado em V m?® de
Esta figura mostra como é que numa I B T oAl S Sl &
solucdo diluida, varia N em fungéo da concentragao. - 1000w
Trata-se de um processo de calibragéo, determinar HV:@”U

M,

[/t em fungdo da massa molecular conhecida de

Como w/V & igual a concentracdo, entao
podemos escrever:

proteinas. Depois, por interpolacdo de graficos e

j} Osmotic pressure II RT

=

seguida, basta determinar o valor de n. =

& M,

calcular [/t para uma amostra desconhecida. De \

VARIACAO DA PRESSAO EM FUNCAO DA CONCENTRACAO

Enquanto que numa solugao diluida ha uma

proporcionalidade directa entre [1e a M e entre 1 e c.

500

No caso de se tratar das macromoléculas, a variacao frotces

400

nao é linear porque ha interac¢des entre a molécula e - L

Osmolic Pressure psi)

200

0 meio envolvente. A inclinacdo da qual o grau de

interaccdo que existe entre a molécula e o solvente.

] 0 15 20 25

Esta interacgdo vai condicionar o movimento das e
particulas através da membrana semi-permeavel.
) . ) Pressdo osmotica de diferentes compostos para diferentes
Nesta situagao, é incorrecto fazer calibragbes valores de concentracéo
de I/t em fungdo da massa molecular de proteinas macromoleculares e depois, por interpolagao grafica,

calcular o n de uma proteina determinada.

SOLUGOES DE MACROMOLECULAS

O que se pode fazer é calcular I/t em fungdo da T para varios padrbes e extrapolar uma
concentracdo diluida. Logo, o limite para que tende a recta, da o valor de M,, ja que quando as moléculas
nao interagem muito com o solvente, ha uma dependéncia linear entre a pressdo osmotica e a
concentragao.
O mesmo nao se verifica se ha interacgdes moleculares entre o soluto e o solvente. Para calcular o valor
de M, ndo se pode usar 0 mesmo processo, pois a recta nao é linear. Neste caso, a melhor forma para

calcular M é extrapolar uma situagao limite e com esse valor limite, calcula-se o valor de M.

TRANSPORTE ATRAVES DA MEMBRANA

que tém ligado a elas os glicolipidos. A fungao deles é

4 A H [ 5 Polar, onpolar, Polar,
A membrana das células é constituida por CEII).[a:dvél;'?B‘l)!f:NE hydrophiic f'lgd"’%h?tb‘ﬁ"- gt
eal atty aci alls al
fosfolipidos numa forma de bicamada. Encaixados Glycoprotein 3 & Glycolipia :
entre os fosfolipidos estdo as proteinas intrinsecas = 191~ fissis 1o Edinge 5 g
\”éé S
2 =

Phosphate Intrinsic
Proteins

reconhecer outras moléculas que possam estar por ali

perto. Existem também proteinas extracelulares e existe o colesterol que se situa no meio disto e funciona
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como um agente tensioactivo, porque, dado que ha uma zona de grande hidrofilia e uma de grande lipofilia,

ele tem de manter este sistema perfeitamente agregado fazendo com que estas zonas de polaridade se

consigam manter em conjunto.

O transporte das drogas nas membranas pode fazer-se de varias

formas: ou por difusdo ou por transporte activo. Tratando-se da difusao, néo é
necessaria energia para que ocorra o transporte. No transporte activo é

preciso essa energia que provém das moléculas de ATP e que facilitam a

entrada de substancias no interior da célula.

Dentro da difusdo, ha a difusdo simples e a difusdo facilitada. Na

na do Proteinas carreadoras

Difusdo

difusdo simples, moléculas muito pequenas ou ides €& que conseguem

atravessar a célula, através destes canais (moléculas transportadoras) que néo tém diametro superior a

8A. Por isso, o transporte é feito por variagdo da concentracdo no exterior e interior da célula, e ha uma

migracao dessas substancias.

Sendo a molécula um pouco maior, ja ndo é possivel essa difusao simples, tem de haver alguma

coisa para facilitar a sua passagem através da célula. J& que a capacidade das trocas ou qualquer outro

tipo de nutrientes de atravessar a célula, esta
confinada ndo s6 pela sua forma e tamanho
molecular, mas também pela sua maior ou menor
solubilizagdo neste ambiente que tem caracteristicas

hidrofilas e lipdfilas.

Exemplos de substancias que ndo necessitam

Tra nsported X Uniport
molecules Carrier
channesﬁb mo‘em,gb

tﬁ&&ﬁc Vi
“B’ﬂi’ Aw@m

Simpie diffusion Facilitated diffusion

Passive transport

Nao necessitam de energia da celula

Explos: difusdo de oxigénio e didéxido de carbono,
osmose da agua e difus&o facilitada

da tal energia para serem transportadas e podem passar ou por transporte passivo ou por difusdo

facilitada, sdo o CO, e O,, a agua por osmose e difusao facilitada.

DIFUSAO SIMPLES E DIFUSAO FACILITADA

Difus&o simples Difusé&o facilitada

O movimento cinético
molecular das moléculas
ou dos ibes ocorre através
de aberturas da membrana
ou através de espacos
intermoleculares sem a
necessidade da ligacdo
com a proteina
transportadora da
membrana

O movimento cinético
molecular das moléculas
ou dos ides ocorre através
de aberturas da membrana
ou através de espacos
intermoleculares

necessitando da
interaccéo com uma
proteina transportadora

das moléculas ou ides.

Genericamente, as diferengas entre a difusao

(outside) lipid-soluble molecules,

(inside)

Moléculas pequenas atravessam a membrana celular por difuséo
(osmose).

CO, produzido pelas células — resultado do processo metabdlico
celular. Maior gradiente de concentracéo no interior da célula.

Como o processo metabdlico necessita de O,, ha fluxo de oxigénio
para o interior da célula

simples e a facilitada é que, na simples, nao é

preciso nenhuma molécula transportadora; na facilitada € necessario haver um transporte através de uma

proteina.

Como é que o O, acaba por entrar na célula através da tal difusdo passiva? Ha formacgéo de

CO, no processo metabdlico no interior da célula. Para haver formagao do CO,, tem de haver O, e, tal

como na reacgéo quimica, havendo gasto de O, para a formagéo de CO,, faz com que a sua concentragéo

diminua. Assim, é favorecida a sua entrada porque a concentragao no meio extracelular € muito elevada.
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Um caso curioso de transporte por difusdo Molécula Explos:

transportada
i i "\. Ponto de fixagao

facilitada € o da glucose e dos aminoacidos. Foi

descoberta uma proteina que favorecia a passagem

de substancias, especialmente da glucose. Essa P":'e‘”af?"ef”m
ransformagao
conformacional

substancia é naturalmente a insulina, que tem como

fungdo dar a mao a glucose para que o transporte seja

Liberagao da

L4 £
facilitado, e provoca um aumento de velocidade de ® e

difusdo bastante razoavel. MEEES

EFEITO DA CONCENTRACAO DA SUBSTANCIA SOBRE A VELOCIDADE DE DIFUSAQO

O processo de difusao das moléculas pode ser

1 Existe um local especifico
de ligacdo para o soluto

comparado ao que se passa huma reacgao enzimatica. __‘
Dilusde simples.
Difusa

Tem de haver primeiro uma adsorgéo do ido (ou de uma

molécula) que vai ser transportada a essas proteinas

transportadoras. Logo a seguir, ha a difusdo e depoisha = | /oo ¥ Existe uma constante de
. ~ . . . J ligacdo (K,) para o soluto —
a libertagé@o para o interior da celula. ¢ fodo o sistema apresenta um
Significa entdo que tem de haver um local K
e ; ; = ; ¥ Inibidores  competitivos
especifico para que haja a ligagdo. Depois do 2

p p q J g g p Cencentragéo da substancia estruturalmente semelhantes

transporte, ao longo do tempo e a medida que a blogueiam o transporte

concentracdo da substancia que vai ser transportada vai aumentando, vai-se chegar a um ponto em que
ha saturacdo e ai ndo adianta haver mais excesso no exterior das células pois ja nao se verifica transporte
nenhum.

Esse transporte € comparavel a uma reacgdo quimica e uma reacg¢ao quimica esta dependente do
equilibrio que se estabelece no interior € no exterior entre os reagentes e os produtos. E portanto ha um
valor de constante para uma ligagdo que determina a velocidade dessa reacgao.

E preciso contar que ha inibidores competitivos que sdo estruturalmente semelhantes e v&o
impedir que esse transporte se efectue. Onde existem, esses inibidores competitivos, vao condicionar esse
valor e assim condicionar este principio da curva, esta velocidade de transporte. E por essas razoes,
muitas vezes quando se fazem estudos farmacocinéticos (diz respeito a metabolizacdo da droga) e
farmacodindmicos (reacg¢édo da droga ao paciente) tem que ser levado em linha de conta, as interacgdes
medicamentosas que possam ocorrer. Isto porque muitas vezes, 0 que se pensa é que uma droga esta a
ser assimilada por uma membrana, por um determinado alvo, e 0 que acontece é que existem na
formulagdo compostos estruturalmente semelhantes. Assim, nunca iremos ter uma quantidade de
substancia absorvida em funcdo da concentracdo que la chega; nunca iremos ter o aumento da extensao
que aconteceria se nao tivesse nada a volta a impedir esse transporte.

O controlo dos niveis séricos é importante para perceber até que ponto essa reacgao se faz nesta
extenséo representada.

Quando uma droga vai ser adsorvida/absorvida para uma barreira celular, uma membrana celular,

podemos contar com varias etapas. Primeiro ela tem de solubilizar num meio aquoso (ndo esquecer que 0s

Transporte de glucose

Transporte de aminoacidos

Insulina aumenta
velocidade da difuséo
facilitada da glucose
cerca de 10 a 20

1 O carregador é saturavel —
taxa maxima de transporte
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fosfolipidos tém os fosfatos todos virados para cima, sdo extremamente hidroéfilos, portanto a droga tem

primeiro de solubilizar.

Primeiro tem de se difundir até esse local, depois tem de se solubilizar e depois tem de se difundir

através da barreira celular. Depois, entretanto, tem de se difundir através desse meio intracelular.

Significa entdo que, em todo este processo, aquilo que mais condiciona o transporte das

moléculas ndo é propriamente a difusdo, nem a solubilizagdo no meio extracelular, mas sim a difusédo

dentro da bicamada.

DIFUSAO ATRAVES DAS MEMBRANAS
APLICAGAO DA LEI DE FICK

Aqui esta representada a bicamada, o grupo
fosfato e o grupo dos hidrocarbonetos e o que podemos
ver € que a concentracdo ndo vai ser igual nas
diferentes zonas.

Significa que a velocidade de difusdo na

bicamada (v), é directamente proporcional ao coeficiente

Suponha um soluto que passa
através da bicamada (bicapa) de
espessura “d” e area “A’, desde
um compartimento onde se
encontra com uma concentragéo
C, ., atée outro onde a
concentracéo & C,.

A difuséo do soluto (fluxo) na bicamada & caracterizado por:

de difusdo da droga (D), a area de difusdo prépria

V= Dm AAC/H = _Dm A (CQm_ Clm) = Dm A (Clm_ CQm)

dl'Oga (A), e naturalmente a variagéo da ConCentraQéO Cym = concentracéo do soluto na zona de maior concentragéo da membrana

em fungéo da distancia que ela tem de percorrer (AC/d) Cy = concentracéo do soluto na zona de menor concentracdo da membrana
d = espessura da membrana

A distancia (d) é determinada pelo comprimento

entre a parte extracelular e a parte intracelular.

Naturalmente que este coeficiente de difusdo ndo é semelhante ao coeficiente de difusdo de uma

particula qualquer num meio perfeitamente livre tem, ou que um gas tem através de um lipido ou coisa do

género. Este coeficiente de difusdo esta relacionado com a solubilizagdo da droga num meio celular. Vai

depender do coeficiente de partilha da droga entre um meio agua/dleo.

Como ja foi referido, esse coeficiente de difusao esta
relacionado com uma caracteristica que é o coeficiente de
partilha.

Nos sé podemos ter a fungdo da concentracdo da
droga que esta no interior e no exterior da célula. E impossivel
saber qual a concentragédo no exterior, na camada externa, na
camada interna e no interior da célula. Para isso, servimo-nos
de uma relagdo para determinar essa velocidade, que no

fundo relaciona a concentragdo das espécies no interior da

membrana, com a sua concentracdo na agua, no meio aquoso

que banha a membrana.

Experimentalmente sé se conhece a concentracdo do soluto no
seio da solucdo. Por isso & necessario relacionar a concentrac&o
do soluto nos dois compartimentos aquosos C e a sua
concentracdo na regido imediatamente adjacente, dentro da
membrana (C,,)

Esta relacdo é dada pelo coeficiente de partilha ou de particéo
membrana/agua
(, B -Correlaciona a lipossolubilidade
/H _ memb do soluto
(-v p< 1 — soluto polar
agua B > 1 - soluto hidrofébico

ACr‘n = CWm_ CZm
AC, =B Ciy- B Cyy
AC=p(Cy-Cy)

Esse coeficiente de partilha/particao, dita que se o soluto Introduzindo na expresséo anterior

for polar, o seu valor é negativo, isto €, drogas com caracteristicas

V=D, A AC/ = Dy, A (Cor- Cy) = D A (i Co)
v=AD, B(C,C,)/d

hidrdéfilicas tém o valor de coeficiente de partilha negativo, o que

L= p, O~ (o)
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nao acontece com drogas hidrofdbicas ou lipofilicas, que tém coeficiente de partilha positivo.

Nesta altura, estamos em condi¢cdes de aplicar a lei de Fick ao transporte das moléculas através
das células. A primeira lei de Fick diz-nos que o fluxo é directamente proporcional a variagdo da
concentracao vs distancia que ela percorre.

Sabe-se entdo que a variagdo da concentracdo das espécies na membrana é igual a variagao da

concentragcdo neste esquema visto anteriormente (2 paginas atras).

A concentragdo em 1 é superior que em 2. A concentragdo em C;" e
C," é diferente.

A variagdo da concentragao € igual a diferenga entre a concentragédo
em 1 e a concentragdo em 2, mas cada uma delas afectada pelo

correspondente coeficiente de partilha. Entado é possivel na expressao

anterior, substituir, admitindo que a velocidade nao depende s6 da area que as
moléculas tém de percorrer e do tal coeficiente de difusdo na membrana, mas também do coeficiente de
partilha e da variagdo da concentragao em fungéo da distancia percorrida. Esta é a expressao de Fick que
determina a velocidade das trocas através da membrana.

Nas substancias extremamente lipdfilas a velocidade vai ser mais lenta. Particulas que tenham
uma area de difusdo muito elevada, vao determinar uma velocidade mais lenta de difusdo. E quando a
variacdo da concentragao, no ambiente extra e intracelular, é pequena, também a velocidade de transporte

acaba por ser pequena.

PERMEABILIDADE (P)

Como se relaciona a difusdo em fungcao das O grafico de fluxo versus diferenca de concentracéo é uma linha

teristi d L. lécula? recta cujo declive se designa por , P,
caracteristicas da propria molecula? ( cm/seq)

Se fizer um grafico de fluxo em fungéo da ¢, -G, ou J=P(C,~C))

J = D.‘II[g

concentracdo, vai-se obter ter uma linha recta cujo declive 4

da aquilo a que se chama o coeficiente de permeabilidade donde p:M
d

(cm/s). Esse declive que me vai dar o coeficiente de

permeabilidade esta relacionado com o coeficiente de © depende:

L . . do coeficiente de difus&o na membrana (D,,)

difusdo na membrana, com o coeficiente de partilha B o )
do coeficiente de partico, membrana/agua (jp)

membrana/agua, e com a espessura da membrana.
da espessura da membrana
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DIFUSAO SIMPLES: MEDIDA EXPERIMENTAL DA PERMEABILIDADE

Como é possivel determinar esse coeficiente 1- Medir o fluxo unidireccional de entrada ou de saida na
membrana

de permeabilidade?

Tenho de medir o fluxo unidireccional de entrada Fluxo unidireccional de entrada (C,,= 0) : Joys = P Con
e saida na membrana. Fluxo unidireccional de saida (Cey= 0) * Jimex = P Cint
(Enquanto que na difusdo quer simples quer Incubar células com o solute mo meio externo; medir o seu

aparecimento no compartimento intracelular

faCIIItada’ o fluxo pOde ser b|d|reCC|onaI, no caso da Fazer grafico de c = (f) tempo = calcular declive (fluxo inicial)

difusdo que envolve energia, uma vez a molécula “em , . : —
Carregar previamente as células com um seluto; substituir o

meio externo e medir o aparecimento no compartimento extra
celular

para a fazer saltar para o outro Iado). Fazer grafico de ¢ = (f) tempo = calcular declive

branco” ndo consegue sair pois ndo ha energia suficiente

O fluxo de entrada é directamente proporcional a concentragéo exterior (para isso tenho de admitir
que a concentragdo no interior da membrana é nula). O de saida é directamente proporcional a

concentracdo do seu interior (tenho de admitir que a concentracao exterior € 0).

2- Repetir a determinacéo do fluxo inicial para concentracGes Exuibrio CoxtCin
distintas de substrato

3- Fazer o grafico dos fluxos iniciais deferminados versus as
concentracdes de substrato e calcular o declive do grafico

Para calcular o fluxo unidireccional de entrada, temos que incubar as células com um soluto num
determinado meio e medir a quantidade dessa espécie que apareceu no compartimento intracelular.
Depois tem-se s6 de fazer o grafico de P, dessa concentragdo que aparece no ambiente intracelular,
(10%), e calcular o declive.

No caso de querer optar por medir o fluxo de saida da solugao, carrega-se as células previamente
com um determinado soluto, vai-se substituindo o meio externo e vai-se medindo o aparecimento
extracelular. No final acabamos por fazer um grafico também da concentragdo vs tempo para poder
calcular o declive e dai deduzir o coeficiente da permeabilidade.

Isto é feito repetindo a determinagdo da experiéncia, calculando o fluxo inicial/fluxo bruto para
concentracdes distintas do substrato e depois, para esses valores de fluxo, fazer um grafico de fluxo vs

concentracao de substrato, calcula-se a recta e deduz-se o declive que da o coeficiente de permeabilidade.

TRANSPORTE _ACTIVO (BOMBA DE SODIO E

Trans- Symport Antiport

POTASSIO) Carrier e
molecule / on 5
No transporte activo tem de haver fornecimento W
de energia sobre a forma de ATP. Um exemplo de Eg /JA};'E
transporte activo € aquele que se processa para grandes ® e
| Energy Coupled transport
moléculas. Active transport

Sao moléculas que normalmente ndo sdo
que a célula forneca energia (ATP) & célula

I|p|d|cas e um bom exemplo ¢ o da bomba de Explos: transporte de grandes moléculas (n&o lipidicas

Sf)diO/pOtéSSiO ao nI'V6|, por exemplo, do coragéo. Neste soluveis); bomba de so6dio-potassio; bomba de calcio, etc...
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caso, as células deita trés Na* para o exterior, envolvendo os mecanismos energéticos e recupera dois
ides K, isto significa que tem de haver sempre um excesso de potassio para haver esta troca e a
electroneutralidade estar assegurada.
Isto quer dizer que no exterior da célula, a Neste fipo de transporte as células usam energia porque as
. L. . . substéncias movem-se contra um gradiente de concentracéo
concentragdo de potassio tem de ser muito maior que a
concentracao de ibes sddio porque o processo se faz de 3

para 1.

. Porassmm lans
J Sodium lons
C- Sugar Molecules

Ja se falou da difusdo como um transporte de
moléculas e, através dela, pode deduzir-se esses A célula bombeia para o exterior 3 ides sodio e recupera 2 ides
parametros moleculares (peso, massa, forma da  Potassio
particula).

Falou-se da pressdo osmética como uma das propriedades coligativas e que permite determinar a
massa molecular das substancias. E outro fendmeno de transporte que foi falado foi a sedimentagéo e,

mais tarde, a electroforése.

SEDlMENTACAO Sedimentacdo — movimento de uma particula por accédo de um
campo centrifugo

FORGCAS ENVOLVIDAS

Resuapondod
n alelr I

Na sedimentagdo, o movimento da

Técnica usada para wrw &8 0009/ Lysasomas
particula faz-se através de um campo separar '5;1? E bkt
. 4 A nni AL = purificar el (V28 gramimy
centrlfugo e € uma técnica de exceléncia, ndo
analisar
SO para preparar mas tambem para purlflcar e espécjes celulares (proteinasv acidos

nucleicos, cromossomas, mitocdndrias

analisar sobretudo substancias bioldgicas. )
................... polimeros

Espécies celulares do tipo proteico, acidos nucleicos, cromossomas e mitocondrias.

“Ja agora, por causa disso, vou contar uma experiéncia pessoal que sucedeu e demonstra bem que néo é
possivel viver sem um excesso de K* no exterior da célula para poder promover este bombeamento, e de uma forma
natural.

Aqui ha dois anos, o meu pai sentiu-se mal. Ele estava a fazer um tratamento aos olhos em que o
oftalmologista ndo tinha uma visdo conjunta do corpo humano e entdo deu-lhe um medicamento em que as reacgdes
externas eram de apatia, de estado de confulsdo. Para mim, meteu-me um bocado confusdo por ter apatia meramente
por inoculagdo de umas pequenas gotas que eram para o tratamento dos olhos.

Passado algum tempo, ele comegou a sentir-se mal e suspeitou-se de uma oclusdo intestinal e foi operado.
Abriram-no e fecharam-no e o tratamento foi um comprimido de cloreto de potassio. Por uma razdo muito simples,
porque o médico se esqueceu de que o medicamento que mandou tomar, competia inibitoriamente com o potassio ao
nivel das células. O que aconteceu foi que lhe baixou de tal forma os niveis de potassio no interior da célula que o
peristaltismo intestinal parou. E ele ndo funciona até haver este gradiente potencial eléctrico que é fornecido pelo sédio
e pelo potassio. E a forma de curar foi colocar no exterior da célula, uma concentragao brutal de potassio para que, por
difusdo, podermos passar dois ides de sédio para entrar um de potassio.

Isto, s6 para dar uma ideia de que ndo se deve brincar com as interac¢gdes medicamentosas, porque elas
existem exactamente por mecanismos deste tipo.

Em farmacéutica vamos estar aptos a prevenir os doentes deste tipo de consequéncias e o porqué dessas
consequéncias.”
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SOB A ACCAO DE UM CAMPO GRAVITACIONAL

Consiste em colocar uma substancia suspensa num tubo com determinadas caracteristicas.

Coloca-lo a rodar sobre um campo centrifugo extremamente elevado, e, conforme o peso e a forma da
particula, vai haver deposicdao a tempos diferentes dessas mesmas particulas. Por acgdo do campo
gravitico normal, sé substancias muito pesadas é que sedimentam. Particulas deste tipo necessitam de um

campo centrifugo mais elevado.

Peso: mg
Entao, quando nao existe nenhuma forga — — m = massa da particula

, . , sedimentada
externa para além da gravidade de uma particula [

colocada num meio onde esta dispersa, sedimenta . Forga de impulséo : —mu p
porqué? Ak = p = densidade do fluido
; ; . I —mv= volume efectivo da
Sedimenta devido ao seu peso, € 0 seu peso esta Vi particula

relacionado com a sua massa e com a acgao do campo 1

gravitico normal, mas ha algo que a faz ou que a impede de sedimentar, que é a F=mg—mvpg=n|1-vp

\

_ \Ig
impulsdo. E essa impulsdo € uma forga contraria a que determina a queda da ¢
particula e esta relacionada com a massa da particula (m), com o volume efectivo da particula (é o volume
da particula menos o de todo o ambiente que a cerca). Acontece que nas particulas, por vezes, o seu
volume real ndo coincide com o volume efectivo e com a densidade da particula. Ao fim de algum tempo,
quando essas duas forgcas se equilibram, a particula atinge a sua velocidade terminal e deposita hum
determinado ponto deste copo. (pode depositar em cima ou cair)

A forca total que provoca esta queda, é uma associacdo destas duas forcas e € igual ao peso
menos a forga de impulsdo, o que nos dita que a forca que era da particula estava relacionada com a
massa, pondo mg em evidéncia, com o volume efectivo das particulas, a densidade do meio que a cerca,

e a aceleragdo da gravidade.

Naturalmente que, quando se promove uma forca gravitacional externa, Forca de atrito: ' = fv
ha ainda outra forca que me impede o movimento, isto &, o atrito da molécula 1
com o meio que a envolve também vai determinar uma maior queda, uma queda

mais rapida ou mais lenta, de acordo com a forga que se imprime para a sua Mo equilibrio as forcas igualam-se:

sedimentagao. fo= m(l _ L):o]g
A forga de atrito é igual ao coeficiente de friccdo da particula vezes a _ ’
. , . . =
velocidade de queda da particula como foi dito anteriormente. m( U’O}g

v =

Entao, no equilibrio, tem-se de contar também com este impedimento, s

desta for¢a que faz com que a particula ndo caia a velocidade desejada.
Quando se iguala a forga de atrito a forga total, fica-se a saber exactamente qual é a velocidade de
queda da particula em fungdo dos parametros moleculares mas também em fungao dos paradmetros que

tém a ver com o equipamento ou com as condi¢des experimentais em que é feito o ensaio.
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POR ACCAO DE UM CAMPO CENTRIFUGO 2

. axs of rotation ‘g =@ X
A separagdo numa centrifuga, € igual a velocidade ?EW e
angular (W”) vezes a distancia desde o centro de rotagdo (x) [ EI':\W WP sl LT TR
p— centrifuga
até ao local onde a particula se deposita. Entdo, podemos [w] = rad/seg
substituir g na expressdo anterior, pela rotagdo que a . >[;= diSté_nCia desde o centro
- e rotacao
centrifuga me da, ou pela forga centrifuga que ela me da que
éigual a w?x, sendo w expresso em rad/seg habitualmente. m[uup}mzx
yo~
f

VELOCIDADE DE SEDIMENTACAO

m A equacédo que exprime a velocidade de sedimentacéo diz-nos:

= gquanto maior a massa da particula, mais lento & o seu movimento num
campo centrifugo.

= quanto mais densa a particula (menor for v) mais rapido € movimento
= quanto mais densa a soluc&o, mais lento € o movimento

= guanto maior for o coeficiente de friccdo ( factores tais como viscosidade,
forma da particula, etc, influenciam este parametro) mais lento € o movimento
da particula.

= a velocidade da particula é zero quando a densidade da solucé&o é superior a
densidade da particula

== quanto maior for a forga centrifuga (o?r) mais rapidamente a particula
sedimenta.

A equacgao anterior, naturalmente, diz-nos que quanto maior € a massa de particula, mais lento é
0 movimento para um determinado campo centrifugo.

Se ela é muito densa, o seu volume especifico é baixo e o movimento é rapido.

Quanto mais densa ¢ a solugao de suporte da particula, mais lento € o0 movimento porque maior é
o atrito e maior é a for¢a de impulséo.

Quanto maior for o coeficiente de friccdo, mais lento € o movimento da particula.

A velocidade torna-se igual a 0, quando a densidade da solucdo é superior & densidade das
particulas. Isto €, quando a densidade do meio que a envolve, quando a forga de impulsdo € maior que o
proprio peso e o coeficiente de friccdo. Nesta altura, a particula fica a uma determinada distancia do eixo
de um tubo.

Se a forga centrifuga for elevada comparativamente com outra menos elevada, com certeza que
mais rapidamente a particula se deposita.

Entdo, admitindo um campo centrifugo normal, a particula é acelerada até que a forga centrifuga
esteja balanceada n&o s6 pela densidade, pela massa, pela forga de impulséo, pelo peso do corpo, mas

também pela forga de fricgao.
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COEFICIENTE DE SEDIMENTACAO

A forma de quantiﬁcar esta relagéo é Num campo centrifugo, a particula sera acelerada até que a
forca centrifuga seja balanceada pela forca de friccéo.

através do chamado coeficiente de sedimentacéo.

D L ~ 1— oy
No fundo, o significado fisico é a relagdo entre a . v _ m[ Up)
B aceleragédo B i

velocidade de sedimentagdo que as particulas tém cm/s?

=5

[s] _em /s

vs a aceleragao que Ihes € imprimida.
Como s depende das propriedades da solucdo, os valores medidos

E esse coeficiente de sedimentagéo esta deos, devem ser t?on\.jertidos as condicbes padréo, (temperatura é
20°C e o solvente & a agua) (para pogerem ser comparaveis para diferentes moléculas)
relacionado ndo s6 com estes parametros Soow (Svedberg)
moleculares (com o peso e a forga de impulséo da 1s= 10"""segundos
particula) mas também com o coeficiente de sedimentagao.

Entdo, este parametro fisico pode servir para caracterizar uma determinada molécula. Se souber o
valor dele, cada particula com uma massa determinada, com a densidade determinada, com um volume
especifico determinado, tera um e s6 um coeficiente de sedimentagao.

Mas, tal como a densidade de outros parametros, tal como o poder rotatério especifico, eu sé
posso fazer essa comparagéo se considerar este valor de s para determinar o valor de referéncia, isto &,
quando considero que s é determinado em condi¢cbes padréo de temperatura e o solvente é agua. Nessa
altura, o coeficiente de sedimentagao, representa-se desta forma e a unidade que Ihe é caracteristica é o

Sa0.w (Svedberg- senhor que estudou este processo).

FACTORES DE QUE DEPENDE O COEFICIENTE DE SEDIMENTACAO

Quando o valor de s é calculado em

condigdes muito especificas, ele pode servir e Para comparar s resultante de diferentes medidas

para caracterizar ndo s6 o tamanho e a forma -Converter s aos valores padrdo (4gua pura a 20°C -S,,,,)

da molécula, como também o seu peso. Na -Se dois solventes déo valores muito diferentes de S,;,,, a
. i i . molécula tem diferentes conformacdes nos dois solventes
medida em que s é sensivel a temperatura, ao

TABLE 53 SOME SECINENTATION AND DFFLISIIN DATA

pH e a concentragdo, devemos fazer para
poder fazer uma comparagdo entre essas o : lo
particulas diferentes converter o valor de s de

diferentes medidas para as condi¢des padrdo. | s . menta com o e

Podemos concluir que, se dois solventes d&o « Moléculas altamente assimétricas tém valores de s mais baixos do que
. . . moléculas alobulares
valores muito diferentes de coeficiente de

sedimentagéo, a molécula tem diferentes conformacgoes.

Nesta tabela, o valor de s aumenta com o peso molecular e moléculas com uma determinada
assimetria, tém valor de s mais baixo do que moléculas redondinhas, globulares. Portanto, daqui se deduz

que s também serve para determinar a forma da particula.
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COEFICIENTE DE SEDIMENTACAO E MASSA MOLECULAR: MASSA MOLECULAR ABSOLUTA

Como posso relacionar o coeficiente de sedimentagdo com a massa molecular da

substancia? (Aqui sim, com a massa molecular absoluta da substancia, porque iremos ver mais adiante
que uma forma de transporte que também permite determinar a massa molecular da substancia que é a

viscosidade, ndo d4 um valor absoluto mas sim um valor relativo).

s

. ~ . . T
Sabe-se através equacdo de Einstein que o f=5
coeficiente de friccdo se relaciona com o coeficiente de N .

. . . . m lfupJ m{lfupJ p \
difusdo e com a tal energia que produz os movimentos de ,_ | — n— = — S:%m I_L;pJ
difusdo, da seguinte forma: sabendo anteriormente que s se ) \ :
relaciona com uma forga de impulséo e peso das particulas M = Nom
e coeficiente de fricgdo da forma como aqui esta indicado, e I RTs
substitui-se o f pelo kT/D. D M - =

_kaN' m| 1 —vp D l—l)p
Entdo, chegamos a uma expressao que relaciona o oo -
=N

valor do peso molecular da particula com o valor do coeficiente de sedimentacido e com todos esses

parametros que podem ser facilmente determinados.

COEFICIENTE DE SEDIMENTACAO: SIGNIFICADO

O coeficiente de sedimentagédo ¢é a distdncia em cm O coeficiente de sedimentacéo ¢é a distancia, em cm, percorrida pela
molécula, durante 1 segundo, sob efeito de uma forca de 10-2 N kg,

percorrida pela molécula, quando durante 1 segundo, eu aplico no solvente agua, a 293 K

uma forgca centrifuga de 1072 N/kg e a molécula estd suspensa

S depende:
num solvente que é a agua, a uma temperatura de 293K. Dai, s a) Propriedades moleculares da molécula.
da-nos informagbes sobre as propriedades moleculares da = m - massa molecular
molécula (massa, volume especifico e da sua forma) e das WS il e

= f-forma da molecula

propriedades da solucdo (densidade e viscosidade, j& que f ‘ )
b) Propriedades da solucéo.

depende de n). % p - densidade

= n - viscosidade (poraue fdepende de n)

METODOS DE DETERMINACAO

Os métodos habituais para determinar o coeficiente =Método da velocidade de sedimentac&o ( fornece informagac
hidrodinamica sobre as moléculas em solugéo)

de sedimentagdo s&o: o metodo de velocidade de =0s parametros experimentalmente determinados incluem o

sedimentac3o, que da indicacdes sobre o hidrodinamismo das ~cosficiente de sedimentacdo, s, a constante de difusdo, D, e
em alguns casos, a massa molecular, M. Se a massa

moléculas. Para procedermos a esta determinagdo por este molecular & conhecida, o coeficiente de sedimentacdo pode
ser usado para obter uma estimativa da forma molecular da

método, temos de ter conhecimento quer de s, quer de D e molécula em solugéo

nalguns casos da massa molecular =Usado para grandes moléculas que difundem lentamente.

. o . , i =A forca de sedimentacdo devera ser muito superior & forca
Muitas vezes substitui-se este método por outro mais 4 difusac

fraco porque embora seja mais lento, acaba por ser mais préatico ja que ndo € necessario saber o valor do

coeficiente de sedimentagao.
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CENTRIFUGACAO: VELOCIDADE DE SEDIMENTACAO LIMITE

Entao, o que se faz no processo de velocidade de sedimentagao?

Aqui esta representado um corte dum tubo de
centrifuga. O material é depositado, aplica-se uma forca de
rotagéo, ao fim de algum tempo vai haver uma deslocalizagdo

das moléculas que vao depositar-se mais ao fundo. Demoram

um determinado tempo até atingir aquela zona.
Claro esta, se ndo houver difusdo, para além da
sedimentagdo. Se meramente o valor de D n&o entrasse para

Cell Top

nada. Se as particulas sujeitas a forga centrifuga,

A concentragao anulava-se na ponta, aumentava na zona intermédia e
estabilizava nesta zona final. Exactamente porque ha difusdo, ndo temos uma
recta tdo bem definida. Temos é um perfil deste tipo, onde, nesta zona, vé-se

conforme maior ou menor inclinagdo, que ha maior ou menor difusdo das

particulas associadas também a sedimentagéo.

Se fizer este estudo para varios de sedimentagéo, isto €, se puser
a centrifuga a trabalhar e for registando qual o perfil de concentragdo da
substancia ao longo deste tubo para um determinado tempo. Claro que
este registo é feito por uma célula 6ptica acoplada na centrifuga, que vao
dando os registos do perfil de concentragcdo. Mede-se 1 minuto e regista-
se o perfil; depois mede-se 2 minutos e regista-se o perfil, e assim

sucessivamente.

Logo a seguir vai-se medir a distadncia média das particulas
entre os dois pontos, ou seja, vai-se calcular o valor de x a dividir por
2. E fago log x/2, em funcdo dos diversos tempos e ai tem-se uma

recta cujo declive é igual ao coeficiente de sedimentacao.

A partir dai, podemos calcular a massa efectiva do soluto e
consequentemente o seu peso molecular, o que foi explicado

anteriormente.

Meniscus

sé E£ A~

caminhassem por acg¢ao dessa forga, o perfil de concentragdo do tubo de centrifuga era este:

Time=t+n

high
rotorspesd

Cell Bottom Cell Top

Start of Run

At Rest
Tima =t

Cell Bottom

=

(& time O

time ¢

Concentration T

0

solvent

plateau region

solution

X

meniscus

cell bottom

: L 2
' .'I Py :’ _-“/ _-f/
) Ll
slope
logry;;
f
v, cbiy o/t | dlnxg,
= : = - = —_——_—
(m-x [0 AR [ cif
2.303 dlogxy
= e
T ot
2.303

(slope)

O
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A VELOCIDADE DE SEDIMENTAGAO LIMITE, PERMITE CALCULAR:

= Coeficiente de sedimentacéo

m Coeficiente de difuséo (se os componentes sedimentados séo
bem preparados)

= Massa efectiva dos componentes do soluto

= Massa / Peso molecular

AS LIMITAGOES AO METODO DA VELOCIDADE DE SEDIMENTAGAO LIMITE SAO:
Nas zonas limites, porque ha difusdo, acontece que

] Dispers&o das zonas limite (se a difusdo se torna significativa)

muitas vezes existe uma banda mais ou menos alargada que Difuséio & sedimentagdo s&o duas formas de fransporte

dificulta a separagdo dos componentes sobretudo em misturas % 5!

. ~ . L. -A sedimentacéo gera gradiente, a difuséo opde-se a esse
complexas e nestas situagdes quando a difusdo é extremamente efeito
acentuada relativamente a for¢ga que imprime na sedimentagao,
aparece aquela zonalcurva que é muito acentuada e dificulta a = Dificuldade de separar componentes em misturas complexas
separagao e o delinear das bandas padrdo das particulas.

) . ] Necessita de equipamento caro

Nessa altura acontece que é necessario utilizar centrifugas com
poder de rotagao muito elevadas e que sao caras. Por isso, este método além de ser rapido, mas quando
as moléculas estao muito semelhantes, elas vao-se mover da mesma forma, e portanto a difusao vai ser
acentuada, logo tem aquelas bandas que dificultam uma separagéo definida das moléculas de acordo com

0 seu peso molecular.

ESPALHAMENTO DE ZONAS: DIFUSAQO VS HETEROGENEIDADE

Num sistema de um componente sé, se nao

- 1- Sistema  com um

existisse difusdo, o que acontecia é que a separacdo era - ——— componente  ( as bandas

. . . i espalham-se devido a difusdo e da
muito definida. Tinha todas as moléculas separadas e Meniscus win  sememston | um aspecto sigmoidal)

localizadas na zona indicada. Podia contar completamente a
2- Sistema multicomponente (

distancia desde o local de aplicacao até onde as moléculas ot Plteau Concenmaton_| o6 degraus que definem os perfis
. Diffusion | -Component System) de cada componente podem
estavam localizadas. Menisous il i on Sedmentation perder definicdo quando aumenta
. . ~ . ) Direstion — a difusdo)

Quando existe difusdo, ndo sabemos muito bem _ ‘
3- Sistema multicomponente
onde considerar o X. Conforme a curva é mais deitada, Datews Concerintion | QU Monocomponente? (- sem
Meniscus ;7{_ Sedimentation analises posteriores € impossivel
tanto mais dificil & definir exactamente o ponto maximo de — _f|onar detn—|  afimar  se o lmite de
puay GeTanenesd espalhamentoé devido a
moléculas heterogeneidade de S se é devido

a difusdo)
Num sistema multicomponente, estas curvas comegam a sobrepor-se todas, se ndo houvesse

difusdo.
Podia separar direito cada molécula conforme o seu peso moléculas. As que se depositam no
fundo eram as mais pesadas. Agora, porque ha difusao, fica uma coisa tdo distorcida que ndo se consegue

definir se essas moléculas sao todas iguais ou se ha mistura de moléculas com peso molecular diferentes.

SEDIMENTACAO — movimento de uma particula por acgéo de um campo centrifugo.

Técnica usada para separar purificar analisar espécies celulares (proteinas, acidos nucleicos,

cromossomas, mitocondrias, polimeros, etc.
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SEDIMENTACAO: TECNICA DA VELOCIDADE DE SEDIMENTACAO

Método para determinar o coeficiente de sedimentagao.

Consiste em:

- Colocar uma amostra com varias moléculas de peso molecular diferente num tubo de centrifuga, a
rotacdo muito elevada a tempo determinado;

- Relativamente ao mesmo ponto do tubo vai-se registando o perfil de gradiente de concentragdo que

se estabelece devido a forca centifuga.

Para além da for¢ca de sedimentagdo ha outro fendmeno responsavel pelo movimento aleatério das
particulas:

DIFUSAO
!

O perfil de sedimentagéo, caso ndo houvesse difusdo, seria uma recta. A banda no grafico estaria
perfeitamente definida por ac¢do apenas da forga centrifuga. As moléculas dispunham-se conforme o seu
peso molecular.

Devido a este fendmeno, a curva é sinusoidal. A inclinagdo desta curva indica o grau de difuséo,
ditando os limites de separagdo das moléculas. Como ha difusdo, ha maior nimero de moléculas num

ponto mas também ha moléculas nos pontos adjacentes.

A menos que se recorra a métodos mais sofisticados e caros, a separagao das moléculas nunca é a

ideal.

A equacédo que exprime a velocidade de sedimentacao diz-nos:

- Quanto maior a massa da particula, mais lento € o seu movimento num campo centrifugo.

- Quanto mais densa a particula (menor for 8) mais rapido € movimento quanto mais densa a solugédo, mais
lento € o movimento.

- Quanto maior for o coeficiente de fricgado (factores tais como viscosidade, forma da particula, etc,
influenciam este pardmetro) mais lento € o movimento da particula.

- A velocidade da particula é zero quando a densidade da solugéo é superior a densidade da particula.

- Quanto maior for a forga centrifuga (wzr) mais rapidamente a particula sedimenta.

SEDIMENTACAOQ: COEFICIENTE DE SEDIMENTACAO
Num campo centrifugo, a particula sera acelerada até que a forga centrifuga seja balanceada pela

forca de friccao.

{ A :
#PE: 1 — U CHtl s 82;_..-_,L~, (Sved be I’g}l
S Gl | R ) =T S
aceleragdo i ol s

1s= 10 "E¥seaundos

Como s depende das propriedades da solugado, os valores medidos de s, devem ser convertidos as
condi¢cdes padrao, (temperatura € 20°C e o solvente € a agua) (para poderem ser comparaveis para diferentes

moléculas).
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€ um parémetro que identifica o tipo de molécula, ou seja, cada molécula tem um valor de f
definido em condi¢des padrao. Permite calcular o peso molecular da substancia e esta relacionado com a

rotacdo a que a molécula é sujeita.

COEFICIENTE DE SEDIMENTACAO: FACTORES DE QUE DEPENDE

S é sensivel a temperatura , pH e concentragao

» Para comparar s resultante de diferentes medidas
-Converter s aos valores padrao (4gua pura a 20°C —S,g )
-Se dois solventes dao valores muito diferentes de Sy, @ molécula tem diferentes conformagdes nos dois

solventes

TARLE &% SOME SECIMNERNTATION &R DOFFLISIIN DATSA

Tuany 1 DY s | 1 =

ot L I= T jiTe oy
L RTI | I 0 T TETNN]
ey s =l LY | T P I
=S 1.5 L0 0T Pl
|08 T i H 1l | 1 1L W iEL
o 18,4 L& [NRE ] =T 1]
iy Enin |nnadl) 1. 1.0 [ e TN
S bee vluni virus 152 5, [T LT R
Bl af s, i ey “Fl” III :II- |Ill| I':; I' '\.I'.IIII' =|

* S aumenta com o peso molecular

* Moléculas altamente assimétricas tém valores de s mais baixos do que moléculas globulares

COEFICIENTE DE SEDIMENTACAO & MASSA MOLECULAR: M. MOLECULAR ABSOLUTA

. kT
.f—D

m(l —u})) m[l —z)jo) s
s=—> 7 g s=—> 7 n s=—m| l—vp
s 7 —- T [ T 11{ Y J

D
M = Ngm

M= RTs

.y:ﬂxﬂm 1—up D 1— %
kT Ny ©e

R = Nyk

COEFICIENTE DE SEDIMENTACAO: SIGNIFICADO

O coeficiente de sedimentagéo é a distancia, em cm, percorrida pela molécula, durante 1 segundo,

sob efeito de uma forga de 10-2 N kg-1, no solvente agua, a 293 K

S depende:
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a) Propriedades moleculares da molécula. b) Propriedades da solugéo.
m - massa molecular p - densidade
U - volume especifico parcial n - viscosidade (porque f depende de ¢)

f— forma da molécula

COEFICIENTE DE SEDIMENTACAQ: METODOS DE DETERMINACAO

Método da velocidade de sedimentagao

(fornece informagéao hidrodindmica sobre as moléculas em solug¢éo)

Os parémetros experimentalmente determinados incluem o coeficiente de sedimentacdo, s, a
constante de difusdo, D, e em alguns casos, a massa molecular, M. Se a massa molecular é conhecida, o
coeficiente de sedimentagédo pode ser usado para obter uma estimativa da forma molecular da molécula
em solucao

Usado para grandes moléculas que difundem lentamente.

A forga de sedimentagao devera ser muito superior a forga de difuséo.

CENTRIFUGACAOQ: VELOCIDADE DE SEDIMENTACAO LIMITE

v a—
e
[ s ‘ s / e T |
| U fAos
poomiseun s,
v i i g o mama
[ L —
Informacao hidrodindmica slgpe
logxy
c Limne 1]
plateau region !
Cuncemration I time ¢ —
| ) v ey o ot 1 dlnxgs
" solvent l.. H = —t— = ——— = —_——
[ - @ x ¥ -
T — b
meniscus cell bottom 2.303 dlogxy,
 w? et

2.303
= 5— (slope)

iy

VELOCIDADE DE SEDIMENTACAOQ: PERMITE CALCULAR

- Coeficiente de sedimentacgao

- Coeficiente de difusao (se os componentes sedimentados sdo bem preparados)
- Massa efectiva dos componentes do soluto

- Massa / Peso molecular

VELOCIDADE DE SEDIMENTAGAO LIMITE: LIMITAGOES AO METODO

- Dispersao das zonas limite (se a difusdo se torna significativa)
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-Difusao e sedimentacao sao duas formas de transporte do soluto
-A sedimentacao gera gradiente, a difusdo opde-se a esse efeito
- Dificuldade de separar componentes em misturas complexas

- Necessita de equipamento caro

A sedimentacao permite verificar se ha homogeneidade ou heterogeneidade no sistema.
1° CASO:

withiout Plateau Concentration
Diffusiem

—.-/J_ Sedimentati
henissus With edime oh
Ea— _,/ Diffusion Direction ——

Sistema com um componente ( as bandas espalham-se devido a difusdo e da um aspecto

sigmoidal).

Uma banda de separagao — o sistema é constituido por um componente

2°CASO:
Plateau Concentration
without
Diffusion I [3-Component System)
—
- with

EGUE —— Diffusien Sedimentation

[irection ——

Sistema multicomponente (os degraus que definem os perfis de cada componente podem perder

definicdo quando aumenta a difuséo).

3°CASO:

Plateau Concentration

f_ Sedimentation

Meniscus
— I?‘ Direction =——=
One or
many Components?

Se o sistema é constituido por mais do que um componente formam-se varias bandas de

sedimentagdo. Contudo, a difusdo sobrepbe-se a sedimentagao; assim, nao ha semicurvas perfeitamente
definidas, tornando-se dificil concluir qual a composicdo da amostra. Sem analises posteriores é
impossivel afirmar se o limite de espalhamento é devido a heterogeneidade de S se é devido a difuséo.

Recorre-se a outras técnicas.
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EXERCIiclO PRATICO

Calcular o coeficiente de sedimentagao (s) e o coeficiente de fricgdo (f) para a E.
Coli DNA ligase em solucdes diluidas de tampéo aquoso (20 mM de fosfato,
10 mM NHLCI. pH 6.5 e temperatura de 20.6°C. Considere os seguintes
dados:

Peso Molecular = 74,000g/mol
Vmolécuta= 0,737 cm?3/g

5= 1.010 g/icm? a 20.6°C
Ptampao grer Plot log X, vs ime

0] = 56,050 rpm
T(min) X4 log X4z ::: e N
0 59110 0.7717 o
20 6.0217 0,7797 /_/
40 6.1141  0,7863 ——
60 62068 0,7929 .
80 6.3040 0,7996
a 20 A [ [=1] 1ca 120 w0 150
100 6.4047  0,8065
120 6.5133 0,8138
140 6.6141 0,8205

| - _
o= 56,050 rpm x (2 radianos/revolug&o) (1 minuto/60 segundos)  Calcule agora o coeficiente de friccao
0=5,87 x10° rad/segundo

m|; I—E_s p |

S
Th 102 7 R N
2 . =5
‘o I1 2.303d log x5 pem S
] di

Primeiro calcule o valor de m

|(2.303)5.8710%rac /5 )3.42 10 min )| 74.{){)[)&, ol

.
[5:57%10°7ad /s 60seg /min) m= =123x10"g

6.023x 10% moléculas | mol

S= 3,81 x 103 segundos= 3,81 S
i (123410 ¢Ji-(0.737)1010)]
381x107 g/ seg
f=824x10" g/ seg

1- Regista-se a distancia que a substancia percorre a tempos diferentes desde o topo do tubo até um

determinado ponto.

2- Faz-se um grafico do logaritmo em funcdo do tempo. O declive da recta do grafico € o valor de f.

Este valor ¢ influenciado pelo valor de rotagao.

Nota 2: O valor de rotacéo é dado em rad/s.

3- Compara-se o valor obtido com os valores tabelados.
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CENTRIFUGACAO: VELOCIDADE DE SEDIMENTACAO EM GRADIENTE DE DENSIDADE

Para prevenir a dispersao causada pela difusdo recorre-se a um artificio — colocam-se as

macromoléculas num meio altamente denso e estavel (normalmente sucrose). Como o meio & muito

denso, impede a difusdo e a banda de sedimentagéo sera mais definida.

Juntamente com a sedimentacdo das moléculas ocorre um gradiente de concentracdo da sucrose
pois esta também estd sujeita a rotagdo. Contudo, a sedimentagcdo das bandas a que corresponde cada

macromolécula sobrepde-se a esse gradiente.

Ha uma separacgao definida, assim como caracterizagdo das substancias

1
i

Técnica usada para ultrapassar a limitagdo da técnica da velocidade de sedimentagao.
a)- Uma camada de solugdo de macromoléculas é colocada no topo de um tubo de
centrifuga contendo sucrose;
b) Por rotagdo as macromoléculas movem-se em fungdo do campo centrifugo. A sucrose

também desenvolve um gradiente. O gradiente da sucrose também garante que a densidade do

“solvente” seja sempre superior a densidade da zona de concentragdo. Garante a estabilidade
da zona.

c) S é determinado pelo deslocamento da banda, no tubo de centrifuga, com o tempo.
LIMITAGOES:

- Nao é exacta a medida da massa molecular porque a sucrose mistura-se com a substancia
VANTAGENS:

- Separagao completa dos componentes de uma mistura

- Relativamente barata

CENTRIFUGACAO: EQUILIBRIO DE SEDIMENTACAO

- Outra forma de calculo de f;

- A difusdo ndo intervém nos resultados.

vy Coloca-se a amostra numa centrifuga que permita baixa velocidade de rotacado; a difusdo sobrepde-
se a sedimentagado. As moléculas vao-se sedimentando e difundindo. Passados varios dias, as duas forgas

equilibram-se e é possivel analisar a banda.

O fluxo de sedimentagéo é directamente proporcional a velocidade e a concentragao da substancia.
O fluxo de difusdo depende do gradiente de concentragéo e do coeficiente de difuséo (D).

Quando as forgas se anulam, obtém-se o valor da velocidade de depésito ou velocidade terminal.
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E um processo utilizado para determinar a velocidade de sedimentagdo ou depdsito das moléculas
sanguineas. H4 um tempo normal de sedimentagdo. Havendo patologias, ha variacdo da viscosidade,

aparecimento de moléculas indesejadas, etc. Deste modo, ha variagdo do tempo de sedimentagao.

Informacao termodinamica

Equilibrio de gradiente de concentracdo: sedimentacdo é exactamente balanceada pela difusdo

(moléculas exponencialmente distribuidas ao longo da célula).

Equilibrio: J =0

J = Jeed T Jaituszo de
v.c — ;D—: 0 2 a
J sed — Vi€ dx ve
de I ERVR e
g, =—D— m| 1 —vp | x
cx v, = y
—_— M| 1-up |x - _
e wmr ) — /Wi 1 Up
e 2RT
—dle f_w, 1 —up |xdx
C i L J
= —‘If ]—:;-1 Yl )
_“ r RT ! | ‘ — Calcular M através do
(e declive
[ cy | o’ { .
lnl—‘l— Ml 1—up |x2 —x7
\e, ) 2rT ,J( =)

Este método nao necessita da
determinacao de D

EQUILIBRIO DE SEDIMENTACAQ: PERMITE CALCULAR

- Massa / peso molecular

- Homogeneidade em relagdo ao peso molecular
- Estados de agregagéao

- Estequiometria e constantes de equilibrio para processos de associagao

VANTAGENS:

- N&o é necessario o calculo de D para calculo do peso molecular.

- Da indicagbes da homogeneidade do sistema relativamente ao peso molecular das particulas
constituintes.

- Permite saber o estado de agregacdo das moléculas e consequentemente a estequiometria e os

estados de equilibrio.
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MEDIDAS EM CENTRIFUGACAO ANALITICA: EXEMPLOS

A SediFmiiabon Veleoly

Fig. 6.13 Density-gradient centrifugation. (a) A macromalecular species Lo

in.a concentrated salt solution of an appropriate density is spun in an S —
ultracentrifuge. The solution was inilially homogeneous. After & cfrtain i Oy s

time, equilibrium it reached. The comcentration of the sali, and con- y A I il 8.

from the center of romtion. The macromolecular species forms a band at a

sequently, the density of ihe solution, increascs with increasing distance E
position at which. the solvated moleculst"dte buoyant. () An actual fracing

of two DNA species in a CsCl solution. The initial 'hnrlom:mlumm -
adtmhycfl.?ﬁgm" Afier 17 b a144,770 revolutions min ™' and 25°C, e et
the DNA species form two sharp bands. Species I is a bactzrial virus DNA
with a malédular w&gh! 20 » 10¥, g#&ﬂ 2 i3 the cama DMA exdam that B Sedmranvisbon Eaulibrium
it contains a heavier isetope of nitrogen (**N rather than the usual "N). The
substitution of ™N by "N increases the buoyant density of this DNA by
0.012 gcm™. —

E I |

|
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VELOCIDADE DE SEDIMENTAGAO: Registo feito a tempos diferentes

EQUILIBRIO DE SEDIMENTAGAO: Ao fim de alguns dias, quando a velocidade terminal se atinge,
regista-se a variacdo da concentragcdo em dois pontos relativamente a duas distancias definidas e

relaciona-se graficamente o logaritmo dessa relagcéo para determinar o valor de ©.

CENTRIFUGACAOQ: EQUILIBRIO DE GRADIENTE DE DENSIDADE

Para que as bandas sejam mais definidas, sujeita-se a sedimentacdo a um gradiente de densidade

em cloreto de césio com concentragdo bem definida. A separagdo das moléculas € evidente.

Ha também variagdo do gradiente de concentragdo do cloreto de césio mas a sedimentagéo
sobrepde-se a esse gradiente.

Nota: A sucrose nao é escolhida porque a sua densidade nao € suficientemente elevada.

§ v+ Distribution of macromolecules
[}
1

] Density of rolution
[repa——
/‘f_“‘—"l’i
P r ~

—-
Pistance from center of rotation Solugdo de macromoléculas preparada
) ~
em solugao de CsCl
. : Botiom o
Top of cell of cell
S,
‘Hemmus

Distance from center of wotation
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Centrifugagao até ao equilibrio produz um forte gradiente de CsCl e consequentemente um gradiente
de densidade através do tubo.

Se a concentragao de CsCl é correctamente escolhida as macromoléculas migram em banda através
do gradiente do solvente até que (1-UmoiecuiaP)=0

RMNA

e DINA

E 17+

ao Ribosomes and

g r polysomes

B 15

= | Soluble s Muclei

roteins t = |
sullL) prot \iriises Chioroplasts .
Micrasomes Mitochondria
1.1 1 1 1 | 1 |
1 10 10! o 104 Vi (o} '

Sedimentation coefficent (S)

ELECTROFORESE: GENERALIDADES

- Transporte de particulas num campo eléctrico.

- Permite calcular o peso molecular das substancias e caracteriza-las.

- Usada para separar compostos com carga.

- Usada na biologia para separagdo de aminoacidos, peptideos, proteinas e acidos nucleicos, em
condi¢des propicias. Ajusta-se principalmente o pH porque de eacordo com este, as moléculas adquirem a
sua carga. Moléculas negativas e positivas movem-se em direcgdes opostas ao campo eléctrico.

- Determinagao da composigao das proteinas por comparagadocom padrdes electroforéticos.

As moléculas sao colocadas num suporte fisico ao qual é adaptado um sistema de variagdo de

tensdo e de acordo com a polaridade desse sistema, as moléculas negativas migram para o pélo positivo e
as positivas para o polo negativo.
!
Ha separacao perfeita...

Este método é o utilizado para conhecer o perfil das y-globulinas. Permite conhecer a

composicao das proteinas de acordo com os aminoacidos que as constituem, segundo a

afinidade dos mesmos para a substancia usada.

ELECTROFORESE: PRINCIPIOS GERAIS

Em situacao ideal...

Ao meio em que se encontra a molécula é aplicada uma diferenga de potencial e de acordo com o
numero de cargas da molécula e com o numero de cargas do meio, a molécula movimenta-se mais ou
menos lentamente. Sé a molécula é carregada.

Mas...
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A molécula tem tendéncia a atrair moléculas de carga oposta do meio porque ha tendéncia para a

electroneutralidade. Assim, a carga efectiva da molécula deriva da sua carga real em conjunto com as

cargas que atraiu.

Num solvente ndo condutor:
Forca de Coulomb: F=ZeE

Z —n° de cargas

e — grandeza da carga

E — grandeza do campo eléctrico
Forca de friccdo: Fq=-fu

Para uma particula esférica: f=61rrn

ELECTROFORESE: MOBILIDADE ELECTROFORETICA

Para além de uma for¢ga de Coulomb
que promove o movimento da particula e
que s6 depende do campo eléctrico, da
carga efectiva da molécula e do nimero de
cargas existentes (por exemplo, 2moléculas
= 2 cargas; 5 moléculas = 5 cargas), ha
outra forga que impede o movimento: forga
de fricgdo, relacionada com a viscosidade
do meio e o raio da particula.

Quando a forga de friccdo iguala a

Velocidade terminal:

F+F,=ma ,a=0

U =

u

B Zek
i

|

_ ZeE

67rn

Z = n° de cargas (sem dimensdes)
e= carga eléctrica (1,6022 x10'°C)

E= campo eléctrico (volt m™)

= coeficiente de friccao (Kg s™)

U = velocidade de migracao
U=ms"
u= mobilidade electroforética

= u/E

forca que promove o movimento, forga electroforética, a molécula estaciona em determinada zona do

meio fisico em que esta contida.

Pode, entéo, definir-se a velocidade de migracdo da molécula que depende de:

- forga de Coulomb

- forga de friccao

A velocidade de migragao depende:
- do valor do campo eléctrico

- da mobilidade electroforética

ELECTROFORESE:MOBILIDADE ELECTROFORETICA

u= mobilidade electroforetica

Permite medir a carga da particula num meio n&o condutor.

Como a molécula tem tendéncia a formar uma atmosfera idnica, torna-se dificil interpretar os

resultados da mobilidade e os valores tabelados nao irdo coincidir com os obtidos.

A carga das moléculas altera o coeficiente de fricgao.
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Conclui-se...

A mobilidade electroforética ndo € um parametro absoluto mas sim relativo de caracterizagao.

COMO E REALIZADA A ELECTROFORESE...

...Em suporte fisico com Polyacrylamide gel electrophoresis
- Gel de agarose |
- Poliacrilamida e ®p £
! §
_ . _ |0, g.m PO - PRI
Fita onde se estabelece uma diferenga de potencial. Conforme a - T
, . . . iz *
carga e o tamanho da particula e a diferenga de potencial, ha g% \
A A
movimentagdo da mesma. o e P i
Side view Front view
Quando a velocidade de migragdo permite diferenciar as
moléculas relativamente ao seu tamanho e carga, consegue determinar-se o peso molecular.
A velocidade de migragao depende:
- Da carga
- Do tamanho ( que é proporcional ao peso molecular)
1 carga da particula — 1 velocidade de migracéo para o eléctrodo de carga oposta
| tamanho da particula — 1 velocidade de migragéo
. . ia . . Gel:
Determinando a distancia percorrida pode-se, por ©
GCGARTGCSTLCACARDGL TACAGG TG
exemplo, determinar a sequéncia de ADN. Os e TCneaT
.. . GLGARTOCETLCACARDHE TROAG
GLGARTGCSTCCACARCGE TACA
acidos nucleicos podem ser separados de acordo R e T
GUGAATGOGTCCACARCGE TR
com o peso molecular porque possuem uma GLGRATGLHTCERCARDGET
. GUGARTGCETCCREARCHE

carga de fosfato por cada base (nucleétido). Para
as proteinas o numero de cargas depende da composi¢cao dos
aminoacidos e do pH do tampao. Para além disso também se -
pode conhecer a sua conformagao, pois as cadeias polipetidicas dé determinado
comprimento podem adquirir diferentes formas com diferente coeficiente de friccao (f

) (é proporcional ao seu comprimento).

APLICAGOES:

- Conformagéo dos acidos nucleicos ( acidos nucleicos com igual peso molecular tém diferentes

mobilidades electroforéticas)
- Peso molecular das proteinas
- Carga das proteinas

- Interacgbes macromoleculares

OO =-00ROIIONOO=DODIDO -

GCGAATGCETCLRCARDS
GLGARTGCETCLRCARC
GLGARTGCOTCCRIAR
GCGARTGCHTCERIA
GLGARTGCHTCCRE
GCGARTGLATCCA
GLGARTGLGTCE
GCOARTGLATE
BLGARTGCGT
GCOARTGCE
GLGARTGE

BLGARTG

GCGAAT
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ELECTROFORESE EM GEL: PESO MOLECULAR
[0 Os acidos nucleicos podem ser separados de acordo com o peso molecular porque possuem

uma carga de fosfato por cada base (nucleétido)

[J Para as proteinas o numero de cargas depende da composi¢do dos aminoacidos e do pH do
tampéo

UAs cadeias polipetidicas de determinado comprimento podem adquirir diferentes formas com

diferentes coeficiente de fricgao (f ) (é proporcional ao seu comprimento)

Para usar a electroforese para determinar o peso molecular € necessario:
- Desnaturar as proteinas

- Introduzir uma carga em cada peptideo

Entdo, para que os resultados de mobilidade sejam fidveis, pode-se introduzir uma carga em cada
peptideo ou promover desnaturagdo das proteinas. Faz-se electroforese em gel, usando um detergente
aniénico (SDS) e 2-mercaptoetanol para promover a separagéo (quebra as ligagdes sulfureto das proteinas
mantendo a sua forma).

Se a concentragado de detergente for proxima da concentragao dipolar critica (>10'3M), as proteinas
ligam-se em quantidade constante ao SDS e carga deste anula a carga intrinseca da proteina. Forma-se
um novelo do complexo SDS-proteina, que € proporcional ao peso molecular da proteina.

A mobilidade é constante para o SDS, p excedente é relativo a proteina.

Agora, o perfil hidrodindmico da proteina e fungéo
- do seu peso molecular
- da distancia de migracao

em relagao logaritmica.
log M =a—bx

M = peso molecular da proteina
X= distancia de migracao no gel (proporcional a mobilidade)

A e b = constantes para um dado gel e um dado campo
eléctrico
8

1]

= Calibrar com proteinas de peso
molecular conhecido

Mobili

Log M

Registando a mobilidade em fung¢do do log de N, obtém-se uma recta de calibragdo que, quando
efectuada em padrbes electroforéticos, obtém-se uma curva de calibragdo que pode ser usada para

calcular o peso molecular de uma proteina.

FACTORES DE QUE DEPENDE ESSA RELAGAO:

1 — Quantidade constante de detergente ligado por unidade de peso de proteina
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2 — Carga que o detergente adquire em fungéo da carga da proteina.

Nota: desvios a esta relagdo ocorrem quando as proteinas se ligam a uma quantidade anormal de

SDS (glicoproteinas) ou transporta um numero elevado de cargas (histonas).

Para proteinas nativas a mobilidade depende:
- da carga da proteina

- do coeficiente de fricgao

De que depende a carga da proteina?
- da composigédo dos aminoacidos
- da carga dos ligandos ligados covalentemente ou reversivelmente

- do pH (escolha criteriosa deste permite separar diferentes proteinas)

ELECTROFORESE: CARGA DA PROTEINA

Como o aminoacido tem uma estrutura com carga positiva ou negativa e de acordo com o pH se

torna positivo ou negativo, as condigdes de pH devem ser perfeitamente definidas.

A mobilidade de um aminoacido £ > Isoelectrico
depende do pH. Quando o aminoacido R -C -COO-
e 1
tem uma carga positiva, desloca-se para o 342
. _ +NH, " a8k
pblo negativo. As cargas anulam-se no of Bikcogiobuin s £ § o J
. , . . H bai _ tei pH, showing the iso- 2y ;
ponto isoeléctrico, a determinada altura. °? axo = Pro€ina g pearapof sy,  FF,|
carregada positivamente  Pedersen, Biochem, E i
. . 19361 Fy
Continuando a aumentar o pH do meio, @ pH elevado = proteina i S e e .
. . . carregada negativamente SN R TN e e
particula torna-se mais negativa. Vai-se !

movimentar para o pélo positivo. Assim, a mobilidade varia apenas em fungao da carga do SDS.
Como a proteina se liga em quantidade fixa ao SDS pode-se relacionar o valor da mobilidade com o

peso molecular.

Quantidade correspondente ao ponto isoeléctrico = ponto isoidénico (pH para o qual as
macromoléculas ndo transportam carga como resultado da perda ou ganho de protdes das reac¢des acido

base).

EXERCICIO: DIFUSAO

O coeficiente de difusdo da ribonuclease A bovina (Rnase A) a
20 °C, em tampao diluido é&:

Dgnase sy = 1,31 x 10° cm?/s
K=1,380 x 10'¢ erg/K-molécula (1 erg = 1g m/s?)
a) Calcular o coeficiente de friccéo
kT . kT
Sl =
J D

D

[{_I.FKU x ]{]_If‘gm /sPK — mofécm’ukz‘)?i!\' )J
L3110 cm? /s

F=3.09x108g /s
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Fendmenos de transporte : Reologia

Reologia: ciéncia que estuda o transporte de matéria
APLICACOES PRATICAS:

Processos industriais :

-Acompanhamento de reacg¢des quimicas
-Controlo de qualidade dos produtos durante o processamento

-Controlo de processos industriais

Propriedades de diversos materiais

-Oleos
-Alimentos
-Tintas

-Asfaltos, etc, etc

Actividade medicamentosa

-Férmulas de acc¢éo prolongada
-Férmulas para administragdo sub-cutanea

-Veiculo das preparagbes

Estabilidade das formulacdes

-Suspensoes e emulsdes
-Acido ascérbico

-Sensagao dolorosa

Preparacao de formulacdes

-Supositérios
-Verificagao (gelificagao in vitro- para ensaio espirogéneo, em ambiente asséptico para ndo haver

proliferagdo de microrganismos. Se ha variacédo da viscosidade do meio, significa que houve proliferagao )

Estados patologicos

-Secrec¢des — em ginecologia, por exemplo, tomam especial relevancia, para programacao da
fertilidade, etc.

A variacao da viscosidade em fluidos corporais pode ser indicadora de patologias.

-Anti-inflamatérios

-Expectorantes
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Reologia: Deformacao, Elasticidade e

Fluxo

Quando uma forga é aplicada a um corpo, pode n&o causar nenhum efeito. Pode, contudo, causar

uma deformacgao que pode ser classificada de acordo com a forga que a provocou.

Causa => efeito
Causa => deformagio

‘Forea™ = deformacio

Unstrained Compressed

Chama-se a esta forga stress.
Essa deformagao também depende da area.

STRESS
- forca que aplicada a um corpo lhe causa deformacéao

- exprime-se em Pascal (1Pascal = 1Pa = 1 N/m2)

AN

Sheared

F

— = S§tress

Se o stress é perpendicular a area deformada, chama-se stress normal e representa-se por o.

A aplicagao do stress pode causar uma variagdo de comprimento em relagdo ao comprimento inicial,

ou seja, pode produzir uma deformacao linear. A deformacéo que o corpo sofre é fungéo do stress e este é

proporcional a deformagao causada.

A deformacéo é denominada de médulo de elasticidade ou médulo de Young.

Na deformacéo linear...

o=F¢

E- médulo de elasticidade ou
maodulo de Young

E-deformacéo linear

N

o
F
r
A/
{(}

e
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Ha corpos que, ao deixar de se Ihes aplicar uma forga deformadora, voltam a forma inicial. Ha um

limite em que isto ndo s verifica: limite elastico.
Até aqui ndo ha quebra de ligagdes das cadeias e a molécula tem tendéncia a regressar a posi¢cao
inicial. A partir deste momento ha quebra da ligagdo das moléculas n&o podendo estas retornar a posigcéao

inicial. Deixa de haver reversibilidade da deformacgao e passas a haver fluxo.

Elastic

linit FBrittle fracture

e m Variacao do stress em
Dlastic deformatiog funcao da deformacao linear

reqian

Stres=

®» O modulo de Young € o

o declive da recta
Al . s
| Eastic \ % c_orrespondente a regiao
ragim linear

Na compresséo...

o=-C0

\ \L VF: C- médulo de compresséo ou
modulo de volume

k2 6 0- esforco de volume
7‘4\ N ,
I V%
"
v
C=—ts
N4
Vo

Sempre que a forga a aplicada em varias direcgdes e nao numa so, pode ocorrer variagao do volume
em relagao ao volume inicial. Entao o stress é proporcional a variagao do volume. Ocorre compressao.

Como a variagdo do volume é negativa (Vf <Vi), a compresséo ou stress é afectada por um sinal

negativo.

Em corpos perfeitamente elasticos...

Fush This Way
to GRnperabe
Shear Wave

Push This Way
ko Generate
Compressicnal
Wave

L
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Qualquer deformacéo provocada na largura € no comprimento mantém-se constante. Esta relagao

constante é caracteristica das substancias. E a relacdo de Poisson:

Ae _
¢y _ variacdo largura

Al f variagdo comprimento
0

7

Explos:

. =" K 11 o,
€o = 2.3 x 10% Pa

}.'l:ltﬁll':ll.'ll..'.l = ‘Q’ X ][F I“d
('-:u;t)z |—6 X l()“ ])L'l
-Elfu = I‘L) X H)? ]-)ll

Em substancias em que a ligacao é menos forte, a relagdo de Poisson é muito caracteristica. Nos

metais, o esfor¢co que é preciso realizar para quebrar as ligagdes é tanto que é dificil ser atingido.

Em substancias com forgas de ligagdo ainda mais fracas, nomeadamente liquidos, abaixo do limite
de elasticidade, a forga é suficiente para deslocar as moléculas, mas acima desse limite comega a haver

deslocamento das moléculas e esses corpos exibem fluxo: corpos viscosos ou corpos de Newton.

FLUXO - capacidade de as moléculas se movimentarem na direc¢ao da for¢ca que produz esse

movimento, ou seja, na direc¢do do stress.

TIPOS DE FLUXO:
» Turbulento — movimento desordenado de particulas.

_—
L}

turbulfent Waw

» Laminar — fluxo que se processa no organismo.

-

— T
—_—

—

e,
Famniner faw

Ex: Nos mergulhadores que que mergulham a altas profundidades, o fluxo de oxigénio comeca a ser

turbulento, podendo levar a morte.

Resumindo...
Abaixo de L insuficiente para deslocar moléculas vizinhas;
Acima de L suficiente para deslocar moléculas vizinhas;

Corpos que exibem fluxo =corpos viscosos = Corpos de Newton
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VISCOSIDADE

PLACA MéwvEL F
[ —

[
L
i , .._ﬁ_ﬁ‘bﬂi

PLACA IMOVEL

TRADUZ:
-a medida da resisténcia ao fluxo;
-uma fricgdo interna entre camadas adjacentes, sendo o resultado de colisbes moleculares, sendo

causada uma resisténcia que define o fluxo.

EXPERIMENTALMENTE
Sob condigdes de fluxo laminar, a forga necessaria para movimentar uma placa, a velocidade
constante, contra a resisténcia de um fluido, € proporcional & area da placa e ao gradiente de velocidade.

Constante de proporcionalidade = viscosidade

Visualiza-se o liquido como um conjunto de placas paralelas que se movimentam na direc¢do de
uma forga a velocidades diferentes. O atrito que a placa superior sofre é praticamente nulo, logo, a sua
velocidade sera superior a da placa inferior. O acumular dos atritos das placas superiores em conjunto com

o atrito da superficie sélida com que o liquido esta em contacto, interferem na velocidade da placa inferior.

A forgca que produz o deslocamento & directamente proporcional a area da solugao e a velocidade
com que as placas se deslocam. E inversamente proporcional ao comprimento:
Av
[ = n—
n é constante

Equacao de Poiseuille
Se um liquido Newtoniano € levado a fluir de um modo aerodinamico, ao longo de um tubo cilindrico,

de comprimento | e de raio, r, em virtude da diferenga de presséo entre os seus extremos, .p, 0 volume de

liquido que flui num dado tempo, t, € dada por :

,_miAp 0
V=—" ly.
8ln s
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E por este motivo que na arteriosclerose, o volume de sangue é condicionado pela diminuigdo do

raio das artérias devido a deposicdo de gordura nas suas paredes. E exigido um esforco adicional ao

coragédo para que o volume de sangue que flui por unidade de tempo seja o0 mesmo.

Através desta expressao tem-se a variagao da viscosidade dinamica dos liquidos.

thand)

Laminacao
Area, A Displacement, D i
Velocity, V
_ V=Ditime
=i \ S = | !
il \ —_
F F \ o=Ef H
orce, F | | \ 3 H
Separation
height, H
\ Strain = DH
Stress = FIA | Strain rate = V/H
\

se movimentam na direcgdo da for¢ca aplicada. Essa forga € directamente proporcional ao médulo de

A laminagéao consiste no deslocamento de placas paralelas de area A e de estrutura infinitesimal que

laminagéo e provoca esforgo de laminagéo, logo, também é directamente proporcional a este.

O esforgo de laminagao consiste na variagdo da distancia das placas relativamente a posigao inicial

e pode ser quantificado através da velocidade do movimento.

_ g2
h

S =modulo de laminagao

F

Ax . D
— =e¢sforgo de laminaga

h
velocidade = i
f
Ax
Pl Ax
Ah h
Entao.....

T=nD

Como avaliar a extensao de deformagao?

Através da velocidade de laminagéo (velocidade a que varia o esforgo de laminagéo relativamente ao

tempo)




1) Viscosidade Dindmica

E a forma mais comum de viscosidade, frequentemente abreviada para viscosidade . As unidades

em Sl s&o pascal.segundo (Pa s) ou poise (P).

Fluidez é o reciproco da viscosidade

(9= 1/n)

2) Viscosidade cinematica

E utilizada para caracterizar substancias com propriedades quimicas semelhantes. Exprime-se em
Unidades do sistema Internacional ( Pa sKg-1 m3 ) ou em stokes

1 stoke = 1 cm2s-1

.
£
o,

R
.
£

W TP
Mo-Anwereazed # 8 6 8 0 B EEHE
\\
W \%_ g
%
b 4 o
5 TR
£ “-Q‘ﬁ
s
.
e

&~
i e

RIS, VST, LT

O —

V.. .=1.0x10% m2s-'=0,01 cm2s-1

agua
V= 1,5x10* m2s-1=0,15 cm?s-1

Quando se trata de macromoléculas ou moléculas diluidas em solventes com determinadas
caracteristicas de viscosidade, nao se trata de viscosidade dindmica, visto que as moléculas apresentam
determinada resisténcia assim como o solvente. Entdo é necessario conhecer outros valores de

viscosidade para caracterizar o disperso e o meio de dispersdo e a ligacao entre ambos.




3) Viscosidade Relativa
'?f?:;."'.l.ﬁ'n:J.'r.'fq':Tu . '??

_,r’]' ah_sofvente / ;-?[I

Da indicagdo do tamanho da molécula presente na solugao.

"?J?r-':.'r =

Se ha grande interacgdo entre o soluto e o solvente ndo ha desvios de linearidade. O mesmo nao

acontece se nao ha essa interacgao.

4) Viscosidade Especifica
1 _ "?;? — 7 ;? 0

}?L:"';] = I’?F'L'l" o ‘?f
()

n- viscosidade dinamica

n0- viscosidade do liquido

5) Viscosidade Inerente

c

/ Pls'"‘ !

ln} T — o)

T T T T
H 6 o o

.-’ .
'FJ?.I"L'.I' I
Nie = 1IN — |

¢ ) Concentragao

&

C — concentragao

] — unidades de conc”!

Tipicamente, dL g

Pode ser um parametro de caracterizagao e serve para calcular a massa molar do composto e tem o

mesmo significado da viscosidade intrinseca.

6) Viscosidade Reduzida

| B ??U.‘.’,, B =1
Mrea = = .,
£1 ;rl'?”(1 Te

__________

nl]

[n]- € equivalente ao volume
hidrodinamico especifico do concentration
SO | ut{] {CO |"‘|C:'1} A plot of reduced viscosity vs. concentration.
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7) Viscosidade Intrinseca

[7]=1im7,,,

Iog[f',r]: logk +alog M
Ic)g[r;]

0O<a<1,0

log k

log M

a=depende da configuracao das cadeias do polimero e da interaccéo
com o solvente

Quer haja ou ndo grande interacgédo entre o soluto e o solvente é a forma mais rigorosa para

determinar a massa da particula ja que este valor esta relacionado com o volume hidrodindmico da
particula.

Nao depende da temperatura , depende apenas da fase dispersa e da fase de dispersao.

VISCOSIDADE INTRINSECA E VISCOSIDADE INERENTE

7]

Iniv /C)

i [ 5 =
Concentragéo
Se as substancias forem esféricas ha uma relagao proporcional entre a viscosidade intrinseca ou a

inerente com a massa molecular da substancia. Entdo, viscosidade intrinseca ou viscosidade inerente &
directamente proporcional @ massa elevado a .

Equacao de Mark-Howink
(Kuhn-Sakurada)

)= KM
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Ou generalizando:

n|=KM*

e 0O<a<1,0

K e a = constantes caracteristicas da fase dispersa, do meio de dispersao e da temperatura. a é

caracteristico da fase dispersa e tem a ver apenas com a conformagao da molécula.
O valor de a esta tabelado para as diferentes moléculas consoante a sua conformagao e raio.

No caso de se tratar de solugbes de macromoléculas pode obter-se linearidade entre viscosidade
especifica e concentragdo. Nesta situagéo a Unica forma de utilizar a relagao é fazendo logaritmo da
viscosidade em fungao do logaritmo da massa molar.

O declive da recta da o grau de interacgéo entre as particulas e o peso molecular pode ser
encontrado por interpolagéo grafica.

Contudo, a viscosidade nao da o valor absoluto de peso molecular da substancia. Através da
viscosidade obtém-se a massa molecular média ou a massa molecular ponderal média, que tem a ver com
a massa molecular das particulas e também com o numero de particulas que tém determinada massa

média; ou o peso molecular das particulas relacionado com o seu peso molecular na fase dispersa.

Massa molecular numérico média Massa molecular ponderal média

(M,) (M,,)

T > M, _ Z.”’: . z”;.x{f ) En;.}ff
E n, E. WM, > W, SMw,

» Os polimeros nao tém massa molecular Unica

» Raros sao os casos em que todas as cadeias tém o mesmo
tamanhao (excepcao: DNA)

Para a maioria dos polimeros ha uma variacao de massa
molecular e a representacao do valor deste € dado por medias

96



Viscosidade: é fungéo de ....
1. Forma e estrutura do soluto
2. Peso molecular do soluto
3. Concentragdo do soluto

4. Temperatura

5. Pressao

1.Viscosidade & estrutura da particula

Devido as inumeras conformagdes que a cadeia polimérica pode assumir, a melhor representagéo
da sua morfologia é a de um novelo aleatério.

A dependéncia de [n] com o formato molecular deve-se ao movimento de rotagdo da molécula, ou
seja, ao coeficiente de friccdo que cada segmento do polimero exerce sobre o centro de massa da
particula. [n] é expressa em unidade de volume por unidade de massa e esta directamente relacionada
com o volume hidrodinamico da particula.

[n] depende:

- massa molecular

- da interacgéo entre os segmentos do polimero e das moléculas do solvente

Quanto maior for a interacg¢ao, tanto maior (mais inchado) sera o novelo do polimero.

S

Mau solvente )
Medi salvents
[=0lvanie d)
Bosn solventa

tinteracgdo—tresisténcia—1tviscosidade

Quando as interacgdes entre a particula e o solvente sdo minimas ou nulas, a particula adquire uma

morfologia aproximadamente de uma esfera rigida. O volume hidrodinadmico da particula € minimo.

Para particulas esféricas (segundo Einstein)

Nesp = 2.560 (- fraccdo de volume da solucéo, ocupado pelas
) particulas esféricas

A fracgao de volume é também caracteristico visto que depende apenas da viscosidade.

Modificagdo da equagao por Simha para ter em conta particulas com outras formas (que néo
esférica)
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’?‘?{"'ﬁ —v{ V- coeficiente determinado por Simha para
' moleculas com diferente geometria

v esta tabelado consoante a forma da particula.

2.Viscosidade & temperatura ou pressdo

Viscosity vs Temperatu re|

Ca Lignosulfonate at Various Solids Contents

10000
-
2
-
1000 ! —
1 *
¢ 2 o
=, i n Sulids
z I | |
5 . | * 0% t
= oL |
= ;
- & i
£ . i
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2
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- |
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50 i an 114 i:E:
Temrpearsture °F

Para Liquidos: diminui com o aumento da temperatura e aumenta com a pressao.

[77] = Ae
Para Gases: aumenta com o aumento de temperatura e é praticamente independente da pressao.

wlscoridade (P)

500
20l sacarpie
%
200

60%
50 \ \
\40%
e O
02 L — ~¥sT 35 37 32 33 84 35 38 3.
50 100 texperturs (°C) w0Yr
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Viscosidade e Temperatural

3.Viscosidade & concentracio

Se a solugéo é de particulas muito pequenas, deveria haver um aumento proporcional da
viscosidade com a concentracéo de soluto. Em ambientes macromoleculares ndo acontece porque com o
aumento da concentragao de soluto as interacgdes com o solvente tornam-se cada vez menores € o perfil

€ 0 seguinte :

. idwda I
Lm [

'
wl'c
o

“\\H

/
L

05

\

20 40 b concentrugio
«ol. sacaroee (Tap/p)

Viscosidade versus concentracdes de solugdes de sacarose

E impossivel através dos valores de viscosidade chegar & massa molecular. E necessario

logaritmizar a fungdo de modo a obter uma recta para o poder fazer.

4 Viscosidade e forcas intermoleculares

tforcas intermoleculares—tfricgdo interna— | viscosidade

Substancia T (°C) n (mp)
Acetona [1] 0,399
25 0,316
Benzeno 10 0,758
30 0,564
Etancl Q 1,773
20 1,200
Agua 10 1,3077
20 1,0050
30 0,8007
40 0,6560
Glicerina Q 12110
20 1480
30 629
Azeite 20 100
Oleo 20 1000

Leite a 4280




Reologia: medidas da viscosidade

Viscosimetro capilar

e

N
E

Representegio esquernition do viscosimetro dz Osterald

Funcionamento: mede-se o tempo que um dado volume de liquido leva a escoar através de um

capilar (v,r e | sdo constantes)
4
r tAp
81

V=

_M

)
Ap é proporcional a p

Posteriormente, compara-se com um liquido de n e p conhecidos:

m Pl

Desvantagem : é dificil calcular Ap e o raio do capilar. Assim, efectua-se a experiéncia com um

liquido de viscosidade conhecida, normalmente agua, e com o liquido que se pretende conhecer.

Viscosimetro do corpo cadente ou viscosimetro de Hoppler

T2

Pl

e

Determinagao absoluta da viscosidade.
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Funcionamento: uma esfera de massa m e raio r é deixada cair num cilindro de liquido, medindo-se a

velocidade terminal, V, por rigorosas aferigdes do tempo que a esfera demora a passar entre duas marcas.

2 rlg
[ =—x <\ D I
9 ) (=4 _]
esp 2 .i‘:}{
—_—— x(p— p)
—=3X—x P~/
n=K(pi-p2)

Viscoselasticidade

Fluidos viscoelésticos — demonstram propriedades viscosas (de fluidos) e eléctricas (de sélidos).

Exemplos: natas, base de gelado, manteiga de amendoim, manteiga

de cacau...

MedalnepT
sressl Veaovg i —

Tamz of apded deformatin mosecors

Curvas representativas da diferenga entre materiais viscosos, viscoelasticos e elasticos quando

sujeitos a deformacéao

Para um liquido ideal qualquer tensao de corte aplicada produz sempre a mesma variagédo de
velocidade de escoamento, ou seja, a tenséo de corte é sempre proporcional ao escoamento.
Graficamente, traduzindo esta relagéo (velocidade de escoamento versus forga), obtém-se

proporcionalidade, o que significa que traduzindo a viscosidade em funcéo do escoamento, se obtém um

valor constante.

A
shear rate T
viscosity
shear stress shear rate
, Presalo
Externs
-/ .
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Ha substancias em que a medida que o solvente se desloca, desloca também as moléculas de

soluto, sendo sempre a velocidade de escoamento proporcional a forga aplicada.

Sao exemplos a agua, o leite, solugdes de agucar... Sao liquidos newtonianos.

Liquidos newtonianos : A viscosidade nao se altera independentemente da forga aplicada ao

movimento das placas paralelas de liquido.

Ha, no entanto, substancias que apresentam desvios ao fluxo newtoniano. O seu estudo ndo pode

ser feito em viscosimetros tradicionais, tem de ser efectuado em viscosimetros rotativos porque é

importante saber qual a variagao de viscosidade em fungao do stress aplicado.

Viscosimetro rotativo

Caracteristicas:

- Medem a viscosidade por detecg¢ao do “torque” que é necessario a rotagdo de um “spindle”
mergulhado num liquido, a velocidade constante. O torque é proporcional a viscosidade.

— Actuam numa ampla zona de stress e de velocidade de laminacéo.

— Permitem fazer medi¢des continuas a uma dada velocidade de laminagéo durante extensos
periodos de tempo (tixotropia e reopexia).

— Permitem distinguir o comportamento de varios tipos de fluxo.

Quais os tipos de viscosimetros rotativos mais comuns?
— De cilindro concéntrico (a taga move-se e o centro ndo)

— De cone ou de disco (a parte central move-se)

Como funcionam?
— Mede a viscosidade “sentindo” a forga (torque) que é necessario aplicar para fazer rodar um

cilindro (spindle) a uma velocidade constante quando estéd imerso no liquido em estudo.
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Fﬂl"ﬁﬂ"‘y motor
exploded view
housing

deflection of spring
iz read by position
of pointer fixed to
shaft relative to a
scale on the housing

shaft that has

various rotors

A viscosidade calculada ndo é absoluta, é aparente, ja que mede o stress de laminagado versus a
velocidade de laminagdo num determinado ponto da curva reolégica. Na determinagcédo da viscosidade
absoluta no viscosimetro de corpo cadente a viscosidade é constante, o valor obtido é absoluto.

Em fluidos pseudoplasticos é necessario um pequeno torque para que a viscosidade se altere. Esse
torque tem de ser superior para fluidos plasticos.

Tendo em conta a composicao e a estrutura das substincias que constituem as solugbes, a
viscosidade como pardmetro fisico pode n&o variar com a pressdo exercida sobre a solugdo, ou seja, as
forcas de coes&o ndo se alteram para os diferentes valores de press&o ou stress de laminacgéo. E o caso

dos fluidos newtonianos.

O mesmo nao acontece com solu¢gdes macromoleculares constituidas por polimeros que adquirem
conformagao diferente consoante o stress de laminagéo aplicado. S&o exemplos o fluido pseudoplastico, o

fluxo plastico e o fluido dilatante.

Neste tipo de fluxo ndo & possivel utilizar o viscosimetro de capilar. E necessario usar viscosimetros

rotativos em que se controla a forga de laminacgao e a velocidade de laminagao.

Entéo, variando a viscosidade para cada um dos pontos da curva reoldgica, tanto no fluxo
pseudoplastico como no plastico, o valor da viscosidade que o viscosimetro exibe é apenas aparente e
relaciona T em fungéo de D.

1 2

shear 3
stress 4

(v) >

LY
L4

shear rate

D
Valores de viscosidade aparente para fiuidos com comportamento n&o newtoniano

comparados com o fluxo newtoniano.
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1- Fluxo plastico

2- Fluxo de Bingham

3- Fluxo peseudoplastico
4- Fluxo Newtoniano

5- Fluxo dilatante

stress laminacdo T

Nap = : -
P velocidade laminacio D

num dado ponto da curva

FLUXO PSEUDOPLASTICO

Materiais pseudoplasticos = diminuidores de laminagao
A viscosidade vai diminuindo a medida que aumenta a velocidade de laminagéo.
A viscosidade estudada pelo aumento do stress de laminagao versus velocidade de laminagao tem o

seguinte comportamento:

A
shear rate T
viscosi

shear stress (1) shear rate

Quando submetidas a uma pressao, as particulas alinham-se, estreitando as distancias entre si e
diminuindo entre elas a quantidade de liquido constituinte da fase externa. A viscosidade do sistema

diminui, proporcionalmente com o aumento da presséo.

. ?%
—
o e SRS
O Externa O
A [
No momento em que se para de aplicar o stress de laminagéo, o polimero tem tendéncia a recolher e

a retomar a sua conformagédo inicial, entrelagadas e ligadas com as moléculas da fase externa, nao

havendo dependéncia deste fendmeno relativamente ao tempo.
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No caso de polimeros de cadeia muito longa, como é o exemplo dos polissacarideos, néo se verifica

O mesmo.

Exemplos:

Cremes da area da cosmética e da industria farmacéutica.

FLUXO DILATANTE

Materiais pseudoplasticos = espessantes de laminagao

Caracteristico de sistemas que contém elevadas concentragdes de particulas em suspenséo, como &

o0 exemplo da areia seca.

A
shear rate 1

viscosily
D

5 3
£ >

shear stress 7T shear rate

A viscosidade aumenta a medida que aumenta a velocidade de laminagéo. Isto tem a ver com a
conformagao que as particulas possam adquirir por acgao de uma pressao externa. Os aglomerados de

particulas expandem-se, o que leva a um maior atrito, ou seja, uma maior resisténcia ao escoamento.

ol

Pr -1 I
esaso
Externa

h)

Quando em repouso, as particulas formam um sedimento agregado.
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FLUXO DE PLASTICO E CORPOS DE BINGHAM

A
shear rate T

viscosity
D

5 5
> ¥

shear stress 1 shear rate

A viscosidade diminui com o aumento do stress de laminagéo. Contudo, esse decréscimo s6 ocorre

a partir de determinado valor de stress de laminagao.

No entanto, ha substincias que se comportam como fluidos newtonianos, ou seja, revelam
proporcionalidade entre a viscosidade e o stress, mas essa proporcionalidade sé ocorre a partir de
determinado valor. S40 os corpos de Bingham.

Exemplos: pasta de tomate, tintas, argilas, certas dispersdes; creme de maos; alguns ketchups;

pasta dos dentes.

Nota: No caso das tintas, para que se tornem mais fluidas, sujeitam-se a uma pressao. A partir de

determinado ponto, o valor de campo, a tinta torna-se menos sélida e mais fluida.

RESUMINDO...

Viscosidade: Parametro fisico caracterizador da substancia

Atrito que as moléculas exercem numa superficie.
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Se:

1) 1 stress de laminagao (= agitagdo = pressédo) — a viscosidade mantém-se —
FLUIDO NEWTONIANO

2) 1 stress de laminagdo — ha alinhamento das moléculas — | viscosidade —
FLUXO PSEUDOPLASTICO

3) 1 stress de laminagcdo — ha expanséo das moléculas — 1 atrito — 1 viscosidade —
FLUXO DILATANTE

4) 1 stress de laminagdo — a partir de certo ponto | viscosidade — FLUXO
PLASTICO

5) 1 stress de laminagdo — a partir de certo ponto ha proporcionalidade entre

viscosidade e o stress de laminag&o, como no caso dos fluidos newtonianos — CORPOS DE
BINGHAM

Entéo
r=1,+KD"

T - stress de laminagao
10 -valor de campo
D - velocidade de laminagao

K e n - constantes empiricas
O valor de n dita a interacgéo existente entre o solvente e as particulas em solugao.
K e n sdo constantes quimicas que permitem concluir:

Fluxo Newtoniano: 10=0 ; K=n
Fluxo dilatante: T0=0; n > 1
Fluxo Pseudoplastico: 10=0;n < 1

Fluxo Plastico: 10 #0 ; n <1

Fluidos nao Newtonianos: dependentes do tempo (Tixotropia e Reopexia)

Hé substancias que apds serem agitadas levam algum tempo a adquirir a conformacéo inicial, isto é,
a propriedade reolégica que |lhe é caracteristicas; plasticidade, pseudoplasticidade ou dilatancia depende
do tempo.

Estas substancias tém TIXOTROPIA e REOPEXIA.
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TIXOTROPIA

(comum em quimica e industria alimentar)

A
viscosity
T = const

Shear rale ¥

time

Shear stress T .

Esta relacionada a pseudoplasticidade e a plasticidade. Ao longo do tempo diminui a viscosidade a

medida que aumenta a forga aplicada.

Exemplo:

Sao exemplo algumas pomadas. Ao serem aplicadas aumenta a sua fluidez, ou seja, diminui a sua
viscosidade. As pomadas ndo devem ser demasiado fluidas, mas também nao devem demasiado viscosas,
pois neste caso, seria necessario aplicar uma forga durante muito tempo para que se dessem as trocas

entre as substancias e a epiderme.

REOPEXIA

(bastante raro)

A
viscosity -
T — const
time 3

Shoar $iress T —
Esta relacionada a dilaténcia. Ao longo do tempo aumenta a viscosidade, a medida que diminui a

forga aplicada.

Exempilo:
A tinta. Apds ser aplicado o valor de campo, a tinta fica muito fluida. Quando cessa a aplicagdo da

forga, vai aumentando a sua viscosidade.

O tempo que as moléculas demoram a voltar ao estado normal, pode ser controlado por exemplo
através da tecnologia. Nos alimentos esse controlo é feito através da cartaginina, proveniente da alfarroba,

que tem comportamento tixotrdpico.

108



IMPORTANCIA DA VISCOSIDADE:
— Parametro fisico caracterizador das substancias

— Estudo de alteragdes dos fluidos corporais

Reologia. Aplicacdes

[] Materiais de construgdo (ceramica e tijolo)

[ Fabricacao de tintas

[J Quimica alimentar e processamento do alimento (textura dos
gelados, pasta, alimentos processados, sobremesas)

[ Industria de cosmética

/ i’ :
i g
\ : : i
. P
N A
~
\. M e e e
5 el W -

SHEAR RATE

VISCOSITY

Figura 2 Typical flow curves
Figure 3 Thixatrapic focp of 2 medical cream,

[0 Quimica de polimeros (solugéo e fundidos)

O grau de tixotropia (tempo que a substancia demora a voltar ao normal) é quantificavel de duas
formas:

— Pela variagao da viscosidade em funcgao da velocidade de laminagao;

— Fazendo um estudo para diferentes velocidades, forgas de laminagdo e tempo. Ir reduzindo o
stress de laminagao e registar a velocidade de laminagao correspondente.

Desse registo obtém-se 0 maior ou menor grau de tixotropia.

A viscosidade é mais baixa no inicio que no fim.

Na reopexia acontece o mesmo. Uma substancia que apresenta este comportamento é o iogurte.

Apods ser mexido, se deixado em repouso, a viscosidade aumenta.
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Optica Geométrica

Natureza da Luz

O que é a luz?

Isaac Newton (1643-1727)

Teoria Corpuscular

- A luz é composta por um conjunto de particulas emitidas por uma fonte.

Christian Huygens (1629-1695)

Teoria ondulatoria

Difracgao (capacidade da onda contornar um obstaculo (ou fenda) ao ser interrompida

por ele)
wave fronts
“

Diffraetion | spreoding cut of plane
wives a5 they pass
thrsugh hale.

Er‘\l
g
A Iy wall
JI H with
- hole

wave  wove

cregt  trough

Thomas Young (1773-1829)

- Adepto da teoria ondulatoria
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Interferéncia Gives

Light Waves
'\
[
I _-'q_-_-_h—__-"“_—:— =
y e 'ﬁf-
Light ’ - : ’
Source
-
Double - Slit Gives

James C. Maxwell (1831-1879)

- Luz = onda electromagnética de elevada frequéncia

V.= 3x10% m/s

(?

° Entédo, como explicar o efeito fotoeléctrico?

v
1- Albert Einstein (1879-1955)

re

4 — A luz surge com base na dualidade onda/particula

= luz = onda electromagética composta por discretos pacotes de energia (fotdo) , sendo a

energia de cada fotao igual:

h = 6,63x10-34 J.s (constante Planck)

|

E=hxf




O modelo, hoje em dia aceite para a luz e que explica os seus comportamentos, € dualistico: a luz

exibe, umas vezes propriedades de particula, outras vezes propriedades de onda.

1

O/

“—  Wworelength —»

A luz é uma radiagao electromagnética capaz de provocar sensagao visual num observador normal.
Transporta uma energia chamada energia radiante que é capaz de sensibilizar as células da nossa retina e

provocar a sensagao de visdo

Luz como particula

||gr|r

I ERR Light iz shown on a metal and
W after acertain binding energy
iz overcome  an electron is
emitted from the metal.

Certas interacgbes da luz com a matéria requerem a radiagao seja visualizada como uma particula

ou um pacote de energia denominada fotdo.
2 E=hv
= E - energia em joules (J)
=h - constante de Planck (6,63 x 1034 J s)

Uma vez que a frequéncia e o comprimento de onda sao inversamente proporcionais, a energia de

um fotdo é descrita em termos de comprimento de onda pela equacgao:
= E=hc/x
¢ - velocidade da luz (3,0 x 108 m/s).

E 3
kin Kinetic Energy incr eases
'Iful'l'r' Wi Th Ingr ECHNg ra

frequency 1

Kinetic Energy of
emitted elect ran

Vi Frequency of light v
shown on metal
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Luz como onda (REM)

Onda
— Vibragao que transporta energia de um ponto para o outro mas nao transporta matéria

— Constituida por um campo eléctrico e um campo magnético que se propagam na mesma direcgdo mas

com planos de vibragao perpendiculares.

O campo magnético provoca a distribuicdo de electrdes, ou seja, produz um campo eléctrico. Este,

por sua vez, produz um campo magnético.

Campos eléctricos (E) e magnéticos (M)
Electromagnetic Wave oscilantes que se propagam com uma velocidade de

<4— Magnetic Field{B] C=3 X 108 ms_-1

Electric - i
Field (E) (velocidade da luz no vacuo)

E e M sdo grandezas vectoriais com direcgao

Pg’ifgggaﬂ determinada, perpendiculares entre si e também
. ™~ perpendiculares a direcgdo de propagagéo da onda.

Caracteristicas das R.E.M: Representagdo matematica

Caracteristicas das ondas:

— As ondas electromagnéticas ndo necessitam de um meio material para se propagar, podem-se
propagar no vazio;

— Ha trocas de energia entre os dois campos;

— As ondas propagam-se segundo a teoria de Maxwell a altas frequéncias;

— S&o oscilagdes periddicas que se propagam a trés dimensdes numa infinidade de direcgbes.

A onda luminosa mais simples € uma onda sinusoidal pura porque um grafico da intensidade do
campo E ou do M, tragada em qualquer momento, ao longo da direcgdo de propagagao , € uma fungéo de

seno.
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¥ Propagation

y — A‘Sven 9 /\ direction
A - altura da onda = amplitude da b -
onda (m) U \-/r or X

0- fase da onda (rad)

wave amplitude,

J.

wave amplitude, A ‘k{/

4. (wavelength)
Wl
AV
f = frequency

Velocity # of times the boat is at
a wave crest per time inte:

60 = wt

w-frequéncia angular (rad s'1)

- * f- Frequéncia (f) n° de oscilagdes ou vibragdes por segundo num ponto da

onda (Hz ou cs™)

Periodo de oscilagdo = Periodo (T) - tempo que uma onda demora a completar um

ciclo (s)

" A onda repete-se. E periddica.
[0 O espaco entre as frentes de onda s&do constantes — isto € o comprimento de onda (A)

[0 Unidades: m; ym ; nm; A°
[ (distancia, ao longo da direc¢ao de propagacéo, entre dois pontos com a mesma fase (pontos que
ocupam posigdes equivalentes na onda ou distancia linear entre dois maximos sucessivos ou minimos

SUCesSivos).
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propagation
direction

NN/

positions of wavefronts:
surfaces of constant phase

Y

- S

 \

Ent3o...

- A luz ndo pode ser apenas constituida por uma radiagcéo eléctrica e uma radiagdo magnética, pois
tendo em conta esta constituicdo, nao seria explecavel o fendmeno fotoeléctrico.

- Segundo Einstein, existe uma fotoenergia transportada por particulas — os FOTOES.

- O campo magnético e o campo eléctrico, embora se propaguem na mesma direc¢céo, tém planos de
vibragdo em planos complementares, mas ambos na mesma direcc¢éo.

- A representagdo matematica leva em conta parametros electomagnéticos.

O Espectro Electromagnético

0.4

Violet

o
a S Visible light
= 4 —
2 g = = ol =
2 = % 2 b = = 3
! b dopka o = = B =
S0 = T = ford = & =
2 = Sl i S i< 2 5
i = o = = =] Pl 5
o £ o Al A o
b T ik H ) T
1300 m 1m 1000 pm 1 um 0.001 pm
l/\/\r-/\/w
Long-wave radiation Shart-wave radiation

" Na regido do visivel as diferengas de comprimento de onda manifestam-se com diferengas de cor.
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Caracteristicas das R.E.M: Representacado matematica

? Como se faz a propagacgao da onda electromagnética?
A propagacgdo da onda vai-se repetindo no tempo e uma forma de representar a onda é em fungéo

de um dos seus parametros ondulatérios relacionados com o tempo ou espaco.

[ Relembre que a frequéncia é o n° de oscilagbes completas por segundo

[0 Comparando agora a onda directamente com a fung¢éo de seno

[0 A zona marcada corresponde ao 1° ciclo completo de oscilagdo (um ciclo € completo no tempo T)

[0 Ao longo do eixo dos x, a medida angular 6 é a fase da onda (ou dngulo de fase que é a medida
do angulo de deslocamento da oscilagao inicial em relagdo a um sistema inerte)

[0 Um ciclo completo para a onda corresponde a uma variagao na fase de 21 radianos

e

Compearagdo emire ax Pases e o fmicio da Perfurbagdo em x.

Assim, a fungao matematica que define essa relagao é

~ y= Asen(at +0)

Representa o El

campo eléctrico
t= tempo

= Velocidade angular

6 = angulo de fases

Como o = 2rf

y = Asen(27ft + 9)

PARAMETROS ONDULATORIOS:
- Comprimento de onda A

- Periodo T

- Amplitude
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A altura é fungdo da amplitude da onda, um dos paradmetros ondulatérios.
Para além deste parametro ondulatorio, ha outros.
A ondulagao tem a ver com a frequéncia angular, ou seja, tem a ver com a rotagao da onda e com o

tempo que ela demora a executar esta rotagao.

O inverso da frequéncia é o periodo.
u=1T

A — Comprimento de onda (m)

— Distancia entre dois pontos da onda a partir dos quais se repetem as mesmas caracteristicas;

— Distancia entre dois maximos de onda;

— Para@metro ondulatério que vai alterando quando a radiagao electromagnética, vector eléctrico ou

vector magnético, interage com a matéria por onde passa.

Por poderem existir ondas com varios comprimentos de onda, obtém-se um espectro

electromagnético de radiacoes.

Lembrar:
- luz visivel

- cor

RADIACOES GAMA
— Baixo comprimento de onda

— Elevada energia da radiagéo

Uteis em diagndstico apesar de poderem aumentar a emissdo de electrdes de determinado meio e

serem prejudiciais a saude.

RAIOS X

Uteis em diagndstico médico e em ensaios fisico — quimicos de alguns materiais, nomeadamente o

aspecto das superficies que possuem substancias que sdo investigados através de refrac¢ao de raios X.

uv
— Usado em técnicas de espectrofotometria. A maioria das andlises sdo feitas com base
nestas radiagdes.

— Muito usadas para detecgédo de materiais (como sangue em superficies).
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— ldentificagdo de compostos quimicos.

— Espectrofotometria de IV — técnica de identificagdo de substancias.

NOTA: Ha sobreposig¢do de radiagdes. Ha uma zona do IV, zona do IV proximo, muito utilizado em analise

farmacéutica.

MICRO — ONDAS
— Utilidade em laboratério na destruicdo de matéria organica, tendo substituido agentes

quimicos acidos anteriormente utilizados.

A representacdo matematica de uma onda é a relagdo de um dos parametros ondulatérios em
fungdo do angulo de propagacéo da onda, que se refere apenas a uma propagacao luminosa.

Se se considerar um conjunto de propagac¢des luminosas que passam num espago hum determinado
tempo, admite-se que, para além de uma velocidade angular, pode ainda haver um desfasamento de uma

onda em relagdo a outra.

R.E.M: frente de onda

Embora se saiba que a propagagédo da onda se faz num campo eléctrico que origina 0 magnético e

vice-versa, o que acontece é que ha um determinado principio da propagacao.

Atirando uma pedra para o lago formam-se circunferéncias em torno da pedra. Sdo as frentes de
onda, hd uma regiao do espaco onde se podem inscrever todas as cristas de onda.

Fazendo uma analogia, as circunferéncias, contidas num plano, representariam todos os maximos
de onda — FRENTES DE ONDA.

As frentes de onda esféricas originam outras frentes de onda que tém a mesma frequéncia e
velocidade e que se propagam na mesma direccdo. Segundo o conceito de Huygens, as frentes de onda
provocam novas frentes de onda. Tornam-se cada vez menos definidas a medida que se afastam do
centro.

Quando a fonte de radiacdo esta muito proxima da frente de onda, consegue-se definir uma
circunferéncia perfeita, mas quando esta longe, € menos definido, mas sempre paralelo a fonte de

radiacao.

AS FRENTES DE ONDA...

[1 Nao necessitam de qualquer meio material para se propagarem (podem propagar-se no vacuo!)

[1 S&o oscilagdes periddicas, tridimensionais que se propagam numa infinidade de direc¢des

[1 A direcgdo de propagacdo da onda & sempre perpendicular a superficie da frente de onda em

cada ponto
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[ Frente de onda — superficie que passa sobre todos os pontos do meio alcangados pelo movimento
ondulatério, no mesmo instante. A perturbacdo em todos esses pontos tem a mesma (Ex: Superficie que
contém todos os maximos ou 0s minimos da onda)

U As frentes de onda de uma fonte pontual sdo esféricas e o raio da esfera é perpendicular a sua
circunferéncia em cada ponto

[0 Quando a fonte estd demasiado longe, os raios das esferas sdo tao largos que parecem, ao

observador, ondas planas

LGHT RAYE WUAWEFROMTE

llustragdo 1 — Uma onda real representada em 3 dimensdes
Propagacao da R.E.M.

[0 A onda propaga-se em linha recta
[0 A onda move-se da esquerda para a direita, progredindo no tempo t1— t2— t3— t4
[0 A altura da onda Y, medida num ponto fixo, varia com o tempo, oscila para cima e para baixo (ou

“ciclos”) entre +A e —A. A amplitude n&o varia.

Propagation

Measure height ¥ at
a particular point

Velocidade da R.E.M

Uma outra propriedade que é caracteristica da onda e que determina muitos fendmenos césmicos é
a sua velocidade.

A sua velocidade corresponde ao deslocamento da radiagdo ao longo do tempo.
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change in .
position Considere uma onda que se propaga ao longo da

R | 1 after time At . ~ . . -
—+ 1 direcgdo horizontal, partindo da posicdo 1 e movendo-se

para a posigao 2, num tempo T correspondente ao periodo

da onda.

Sabendo que

o distancia percorrida A
osition 2 V= — =
(after determmado tempo T
moving to

right for T Entdo...

seconds)

After time T wave has Velocidade
moved along a distance

A, one wavelength

(v) produto da frequéncia com o

comprimento de onda (ms™' ou cms™)

A

""=W=ﬂue V:f/l

Pode-se relacionar o deslocamento em fungdo de um parametro que pode ou ndo manter-se
constante dependendo do meio material, mas que varia ao longo do tempo —A.

A repete-se por ciclos, por periodos. Entdo a velocidade esta em fungdode A e T.

Sabendo que T=1/u, obtém-se uma relagéo da velocidade em fung¢do de u e A. A u ndo se altera
mesmo que se mude o meio material, € a mesma em diferentes meios materiais, com densidades Opticas
diferentes, isto &, se a densidade 6ptica é diferente, o empacotamento das moléculas também é diferente.
A uou o T com que a onda se propaga s&o os mesmos. E A que varia.

Para qualquer onda, independentemente do seu A, a velocidade de propagacao no vazio é sempre
3,0x10%m/s, descoberto por Maxwell e Huygens.

LB ettt ettt
1.0 F J Lony
n..'n-': I i ] Wa gt ls
o.0f | | ] | 1 Lo

ook B 0 4o L o | Frogusn

Amphito

1.0 F
Lot fpeded e bt o b s b

gk E {1 i A 1 Thert

; I o h | L | 1 Wavelsnglh
(N1

El (0 1 o, 1 High

Ampl
"

L | i 9 Freguency

Timee

Noutro meio, a velocidade de propagacéo € sempre mais baixa do que a velocidade de propagacgéo
no vacuo porque ha interacgéo do vector eléctrico com o0 meio material. A alteragédo da velocidade da luz

com A é um fendmeno que se denomina disperséo.
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Atencgao!

[0 A frequéncia ( f ) e o periodo (T) de uma onda s&o caracteristicas fornecidas pela fonte geradora,
[0 O comprimento de onda ( A ) e a velocidade (v) dependem do meio de propagacao

[J A velocidade da luz no vazio € a mesma para todos os comprimentos de onda

[J Em substancias materiais a velocidade da luz € menor do que no vazio

[J A velocidade da luz varia com o comprimento de onda = Dispersao

V <V

subst. Materiais vazio

Principios da Propagacao da Luz

Principio de Huygens (1690) ou construcdo de

ool . Huygens:
o 4 u;/) Descreve como se movem as frentes de onda no
4 espaco

S — Spherical wave b cada ponto de uma frente de onda servira de fonte de

ondas esféricas secundarias que se propagam em todas as
direc¢cdes com a mesma velocidade, frequéncia e

comprimento de onda que a frente de onda de que derivam.

Rays of
electromapnatic

waves near the lizht
somCe

Entdo...

Os circulos formados quando se “atira a pedra”, sdo motor para a formagao de outras frentes de
onda que vao progredindo.

No meio em que a fonte da radiacdo esta muito proxima das frentes de onda, observam-se
nitidamente as circunferéncias. Se estédo distantes ndo sao tdo definidos; os circulos s&o planos paralelos a

fonte que progridem numa determinada direcgao.

De acordo com estas caracteristicas da radiagao electromagnética, podem resultar varios fenébmenos

provocados pela interacgao da matéria com a luz.

De qualquer radiagao, parte é reflectida, parte é absorvida e parte é refractada.
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1. REFRACCAO

Apparent Fish
Actual Fish ﬁ% ’%_‘-:’;;‘i"

Uma radiagdo projecta-se quando atravessa um meio com densidade optica diferente de outro. O

seu percurso é desviado e é originada uma radiagdo com velocidade e direcgao diferentes.

Havendo reflexdo ha sempre refracgéo.

Havendo refrac¢do ha sempre reflexao.
A onda perde a identidade quando atinge um meio material.

A radiacao incide na superficie de propagag¢do de dois meios. Se a radiacdo atinge, ha um plano

perpendicular a outro onde estao contidas todas as cristas da onda.

2. REFLEXAO

A radiagao regressa ao meio de onde parte e ndo muda de velocidade, muda apenas de direcgéo de
propagacéao.

Mesmo obedecendo as leis da
reflexao a luz pode reflectir-se
de varias maneiras

luz incidente luz refletida

Se o meio que reflecte é polido e plano, o regresso ao mesmo meio faz-se com um angulo igual. E

uma reflexdo normal — Reflexao especular.
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Meio1

Se o0 meio material € ondulado, a reflexao é difusa, e cada raio, aleatoriamente, depois de reflectido,

segue direcgdes diferentes. E do resultado da reflexao especular e da difusa que se obtém fotografias.

Meio1

A razéo entre o seno do angulo de reflexdo de incidéncia e o angulo de reflexdo é constante para
determinados meios materiais. Esta constante chama-se indice de refraccdo e é caracteristico e

identificador do par 6ptico.

3. ABSORGAO

X-ray SOuree Arm film in camera

POLARIZAGAO

Light Passing Through Crossed Polarizers

Incident Baarm
{Unpolarized)

Figure 1

AL
”'_ VAL
\ ~‘.'||' |

i ,.'l J
1/

INTERFERENCIA — fenémeno 6ptico que resulta de interaccdo de duas radiagées.
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Source 1

Eonsinictive
Intgriarence

spmrca |
+ =
SHM

RN

Se ha amplificacdo da radiagéo a interferéncia é construtiva. Pode ser destrutiva se as radiagdes se

anulam quando chocam.

Reflexdo e Refrac¢do: Leis de Snell

Normal Lei da Reflexao
Incident ray Reflected ray ® 61 = 6-1
A
& 8,- angulo de incidéncia

ik 8',- &ngulo de reflexdo

Glass

. O raio incidente,
. o raio reflectido e a normal a
B superficie de separacao dos dois
Refuaxed oy meios, no ponto de incidéncia,
estdo no mesmo planc

Lei da Refrac¢do

sen,

= ¢const.
sent,

Principio de Huygens aplicado a refracc¢éo

mSejam v, e v, as velocidades de
propagacao da REM nos dois
meios

mAo fim de 1 segundo, um ponto
da superficie (B) encontra-se em

(B")

" =ﬁ=>v] =BB
f

mPara o ponto C, e para o mesmo
tempo, a REM percorre um certo

espaco (C-C’), nomeio (1) e (C'-
C™" ), no meio (2)

€C  Tempo gasto a percorrer a
v,  distancia CC'com a velocidadel
e d o espaco percorrido no meia cc 4

2, com a velocidade v, e
W L]
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mPortanto

—~

Indice de Refracc¢ao

inclelent ray
i o, A‘ﬂ!'i'f!'ti}‘tl_\'

L]
- navariad

refracted
FiLy

mConsiderando um feixe de luz
monocromatica, caminhando do
vacuo e fazendo um angulo de
incidéncia de 68, com a normal a
superficie da substancia e um
angulo de refraccdo de 6,. A
constante da lei de Snell chama-
se indice de refracgdo absoluto
da substancia

mA um raio incidente AO, normal
a superficie de onda AB,
corresponde um raio refracto AA’,
normal & nova superficie de onda
AB".

Vo= AA’
mDois triangulos rectangulares
ABB'e AA'B’

mBB'=v,=AB’sen i
mAA'=v,=AB'senr

seni v .
=—=const.
senr v,

indice de refrac¢ao do meio
2 em relacao ao meio 1

Indices of refraction of some common substances
for sedinm Bght (A = 5890 &)

Blafiomm n
Hir fat 1 atm and HC)
Water

0003
133

(Mot tht they ace all greasar than 1)
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Indice de Refraccdo Absoluto

m indice de refraccdo absoluto e relativo

Senr(m‘dcuo) _ nl e Sen'!(wiﬂmj — Hg
Senn Senr,
m Ou
=n e =n,
Y 3
= Como c
n, v, ¥
Mypn=—"="="7"
C 1
Iil _ 2

Indice de refraccao

Velocidade da luz e indice de de refraccao

Comprimento de onda e indice

Quando a luz caminha de um

refraccao ;
meio para oufro, a sua
T " velocidade varia mas a
I P
£ p g b frequéncia ndo se altera
1 JF
Como
v=f.4
Material 1 Material 2 vy v
. - fr=di =
S ,'g]__.,,l_ﬁ S R
oW oM Sabendo que
w, ey o# A
material  Speed of Light Index of Refraction P e
{100 rmillion mis) (=i n, cfvy i, A
VACLILIM a 1 - - -
ica 220 1.308
water 2.26 1.33 - : : =
i - b Se o meio 2 & o vacuo n,=1
diamond 1.24 242 A J
N 4 mis N J 00 rilion 11 — —
[ m millicn F’i; — F ou /]‘1 — =

1
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indice de refraccao

Em resumo:

Eg. Silica glass:
A

1.53X
151 \_______

30 nm  ES0nm

p

Blue light bends more, red light bends less

ioenf, A ovom

sing, A, v, n

Refractometro da aula tem um monocromador que roda para compor os diferentes comprimentos de
onda da radiagao que é dispersa por atravessar um meio que tem uma determinada densidade 6ptica,

nomeadamente o vidro.

Na maioria das situagdes, o indice de refracgéo varia de uma forma tendencial com o comprimento
de onda. Nestas situagdes, a dispersado é normal, (embora existam situagdes cuja dispersdo € anémala)
isto &, para determinado comprimento de onda, ha bandas de adsorg¢édo que fazem com que a variagao de

n ndo seja com esta forma de A.

Dispersao

mUma vez que o indice de mComo o indice de refraccéo
refraccédo e funcéo do decresce com o aumento do
comprimento da onda, ondas comprimento de onda, as ondas
de luz de diferentes de menor comprimento de onda
comprimentos de onda s&o s&o mais desviadas do que as
desviadas em angulos ondas de luz de maior
diferentes comprimento de onda

\\Crown alass

—~——

.
o 1
Acrylic

— \_\“Fusvd quartz

1.46 — —_—

N I I I
400 500 600 700

A, nm

Fendmeno que resulta da variagéo de indice de refracgdo em fungdo de comprimento de onda.
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De acordo com os diferentes comprimentos de onda da radiagéo, atinge um desvio que se faz sentir

com maior ou menor intensidade depois da radiagcédo electromagnética atravessar, por exemplo, um prisma

“de vidro”.

CONSEQUENCIA DA DISPERSAO
Exemplo: A chamada “Floresta Azul” situada na Australia. Esta floresta, de azul ndo tem nada. O

que acontece é que se trata de uma floresta muito densa de um tipo de arvores que exsuda uma seiva que
se espalha pelo chdo e em fun¢éo da inclinagéo da luz solar, ha disperséo da luz. Pelo grafico percebe-se

que a radiagao azul é a que se desvia mais do trajecto original da luz.

E por isso, por ser esta dispersdo que se faz sentir com muito maior intensidade que as outras, que

a floresta acaba por ser “azul”’. (consequéncia da disperséo da luz)

Reflexao interna total: angulo critico

Refracted Reflection at the Critical Angle = 5 " -
Light mlL- dngulo Limite ou angulo

Waves— = =y
o - o critico

I ; nfi}

Agueous

Medium I
"= | o, S A |
n{2) = nit) ¥ sind = Lsind0" = L
Reflected I 4 % "
Light Waves E—’(;
Figure 4
n, seni seni, sen90° 1

Hyy=—= = = =
n senr senr; senl  senL

Imaginemos...
Que temos um meio com determinada densidade 6ptica, que pode ser uma solugao qualquer e o ar,

se se incidir uma radiagao nesta superficie de separagéao, o raio refracta, porque a densidade ptica

daquela superficie € menor. Isto €, o nUmero de moléculas que existem por area € menor, o que vai fazer

com que a radiagao refracta, se desvie muito mais do que a radiagao incidente.

e Se aumentarmos o angulo de incidéncia, o raio que refracta vai aumentar com o

componente.
e Se continuarmos, chega-se a um ponto que para chegar a uma determinada incidéncia, a

refracgdo se faz tangencialmente a superficie da solucéo.

Qualquer raio com o angulo superior a este, (ver nota) deixa de se refractar para se reflectir

totalmente. O angulo é chamado de angulo critico ou &ngulo de reflex&o total. Logo, € o maior &ngulo a

que corresponde a uma refracgéo “arrasante”.
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E com base na formagao deste angulo, que a maioria do equipamento para determinar o indice de

refracgdo se baseia.

POR DEFIN IGAO:

indice de refraccdo de 2 em relagdo a 1, admitindo que o meio de 2 é o que estdaazuleo 1 éo0

que esta a branco, é exactamente igual a n absoluto de 2 sobre n absoluto de 1.

Por definicdo, n absoluto de 2 é o termo do angulo de incidéncia no meio 2 sobre o termo do angulo

de refracgéo do vazio (meio 1).

eSe 0 angulo de incidéncia passa de um meio opticamente menos denso para um meio
opticamente mais denso, o &ngulo de 90° vai dar origem ao angulo critico.

eLogo, o seno do angulo de incidéncia de 90° corresponde ao seno do angulo de reflexao,

de refracgao (angulo critico).

Como o seno de 90° é igual a 1, através da medida do n, pode-se saber o valor de L (angulo critico

ou limite).

Factores que afectam o indice de refraccdo

1. Comprimento de onda
2 Temperatura

3. Presséo

4 Constante dialéctrica

1°- Comprimento de onda

35

34
Silicon

25

2.4 Zine sulfide
23 |
2.2~

2.1
Sadium D line

!
|
i
I
20— |
+ 589.3 nm
|
i
i
i
1

Rafractive index

1.9

18
NaCi
170 Heavy flint glass
KBr L o & Light flint glass
16— Crown glass _ Potassium bromide

150 ———
Fused guartz T i Soidlum ch!m ‘

02 03 04 06 08 1 2 3 4 [
Wavelength {um)

- € uma representacgao para varias substancias
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c=Axf,

acio
vy=Ayxf
como
c AX L A
ny=—=—>n, =——100 Jraco =—
vy Agxf Ay

N em fungédo do comprimento de onda é semelhante para todas as substancias. Naturalmente que

esta radiacdo nao se faz sentir para todas as gamas de A.

Exemplo: ver o grafico para o silicato e o cloreto de sddio.

2°- Temperatura

A temperatura tem acgao directa sobre a densidade do meio, isto &, sobre o nUmero de moléculas
por volume. Dai que um aumento de temperatura provoque uma diminui¢do do nimero de moléculas por
volume, e estas moléculas deixam de:

o “Interagir” com tanta intensidade do vector eléctrico da radiagéo

o Actuar menos em relacéo a outra situacao cuja temperatura seja mais baixa.

Para a maioria dos liquidos transparentes e semitransparentes

A variagao de n relativamente a T para diferentes valores de temperatura varia dentro destes limites:

~ d .
_ax1074 7k <2« _6x107Y /K
T

Excepcoes: agua e sulfureto de carbono

Nota: uma variagao de -4 * 10, relativamente ao aumento de 1 grau de temperatura, é uma coisa

razoavel.

Na pratica, quando se determinava o n do refractomero, faziamo-lo com 4 casas decimais. Estas 4

casas ja eram duvidosas, e havendo alteragdo na 42 casa decimal, esta afectava a 32 que € um algarismo
quantificado em termos de diferenciagdo de indice de refracgdo sobretudo para substancias.

Entdo, significa que tudo o que fizemos na aula pratica deveria ter sido feito a temperatura
controlada. Efectivamente, o refractomero tem possibilidade de controlar a temperatura, em que a agua
circula continuamente a uma temperatura fixada, que permite que o valor de n ndo seja alterado pelo valor
deT.
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Porque é que ndo o fizemos?

Porque a temperatura do laboratério € tao elevada e ainda por cima com uma densidade de

populacao que la estava, ndo se justificava por 1a um “trambolho” para fazer passar um banho de agua.

PARA SOLIDOS

A variagao de n relativamente a T € muito mais baixa.

dn

~10°%/K < < ~107%/K

A temperatura, para além de implicar uma variagdo sobre a densidade, também implica variacédo

numa frequéncia vibracional das moléculas.

Temperatura influencia:

v densidade
v frequéncia vibracional

(quando T aumenta, as
bandas de absor¢cdo de
U.V. deslocam-se para > #)

As moléculas vibram com determinada frequéncia o que faz com que a interacgao entre as camadas
exteriores com o vector eléctrico que normalmente interage com a matéria da radiagédo electromagnética,

va alterar.

Por essa razao, (alteragédo do valor de n, devido a temperatura) € que ao assinalar o valor de n
determinado, devemo-lo fazer sempre, indicando dois factores fundamentais:
1. O comprimento de onda, refere-se a luz amarela do Na™.

2. Temperatura.

Por isso é habitual ver nos liquidos, ou nas fotografias, onde estdo reunidas todas as caracteristicas
das substancias, vermos desta forma:
20
"p
20- 20 graus

D- risca

S6 se pode comparar n de duas substancias presentes, se tiverem a determinagéo a 20 graus em
relacdo a risca D, da luz amarela do Na".

Caso contrario, como na densidade, ndo se pode afirmar que através de n isto é A e aquilo é B.
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3- Pressao

Pergunta: Se a temperatura faz alterar a densidade do meio, a frequéncia vibracional, também pode
alterar o indice de refrac¢do?
Isto é, se se faz pressao sobre um liquido, ha um empacotamento das moléculas, altera-se a

densidade e consequentemente altera-se o valor de n.

Resposta: E verdade! S6 que as variacdes de pressdes de 1 atm produzem uma variagéo de n

muito pequena.

— Aumento de pressdo = aumento de densidade = variacdo de n

— Ap =1atm = An = 3x10°/ atm
Entao porqué dar importancia ao -4 * 10* e ndo 10°?
Porque para ter uma variagdo de 1 atm em P, é preciso sujeitar a substancia a forgas extremamente

elevadas (0 que ndo acontece, sendo estariamos todos “tolos da cabec¢a”).

4- Constante dialéctica

As moléculas quando estdo em solugdo acabam por se polarizar, isto €, ha uma distribuigdo das

casas positivas de um lado e das casas negativas para outro.

Constante dialéctrica Indice de refraccéo

Variagdo eléctrica Variacdo optica

nm=A~E¢&
Em termos genéricos, as moléculas costumam formar dipolos e como estes tém um excesso de
uma carga de um lado e do outro, consoante a sua direc¢éo na solugéo, vao provocar interac¢gdes menores

ou maiores “para 0” vector eléctrico.

Ou seja, se a radiagao atingir a zona da molécula onde ha concentragdo das cargas negativas, a
interacgao sera maior ai, do que se for a incidéncia na zona de cargas positivas.

Entdo significa que a constante dialéctica que mede a permissividade (ou polarifrac¢gao) da solucao
em termos eléctricos, também vai provocar uma variagédo 6ptica e segundo Einstein, a variacdo de n, em

funcdo da permissividade é: n = e
Determinacgéo do indice de refracgédo: Refractdmetros
Para saber qual a molécula mais polar, isto €, qual a mais hidrofilica, fazemo-lo através de n. Através

das medidas de n, pode-se chegar a conclusdo da polaridade do sistema.

Ex: Solvente polar dissolve substancia polar
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Solvente apolar dissolve substancias apolares

Como base daquilo que foi dado em relagdo ao angulo critico, sabe-se como funciona o

refractébmero utilizado nas aulas praticas.

A radiacao vem por reflexao, pode ir por:
- Espelho

- Fonte luminosa (ldmpada)

Sample Lowerrefraction Higher refraction
8% Brix 23% Briz

Light rays

Views through Refractometer

A radiagao vai atingir o prisma sobre determinado &ngulo. Como esta a passar por um meio
opticamente mais denso para um meio opticamente menos denso (solugéo colocada entre os dois prismas)

e se esta incidéncia corresponder ao raio critico, vai refractar-se tangencialmente a superficie da solugéo.

/ Volume de liquido=0,03 ol
Precisdo =£0,0001

“E;; ’ Range operacional =1.30-1,

Resumindo...

A solugéo é colocada entre os dois prismas cujo contacto entre eles é muito justo. Logo a refraccéo
na zona a pode funcionar como incidéncia nesta zona.
E como um raio esta a passar de um meio opticamente mais denso para um menos denso, o que

vai refractar com o angulo limite.

Conclusao:
4 Todos os raios que sao superiores ao angulo limite, reflectem (por isso vemos
claro, vemos a mesa, pela luz reflectida) — Raios amarelos
v Todos os raios que sao inferiores ao angulo limite, refractam (por isso vemos

escuro) — Raios vermelhos
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Logo, na prética, quando viamos o “envelope”, a zona clara correspondia aos angulos refractados e
a zona escura correspondia aos angulos refractados e a risca preta era o angulo limite (caracteristico do

par hidro/solugéo, sendo entdo caracteristico para determinada substancia).

Monocromador:
= Faz variar as incidéncias de forma a obter uma luz de um sé comprimento de onda.
= Ou seja, compde a luz que é dispersa por varios comprimentos de onda com a ajuda dos
prismas com composicao (de silicato e chumbo) diferentes. Estes prismas tém vidros de Crown e

Fillat e ttm que estar dispostos assim:

Refractometros diferencial

Light Sowse

Flow Cell Tiliror
O \
Diete
Sarple

oy

Exactidio = £ 3x10-6

No caso de ter duas substancias quimicamente muito semelhantes, cuja cada uma tera o seu indice
de refracgéo. Neste caso o refractdmero que usamos na aula, € incapaz de as distinguir. Por isso, usamos
o refractémetro diferencial.

Tem uma chamada célula de referéncia, onde de um lado se coloca um solvente e do outro a

solugao.

Nota: quando se mistura o soluto com o solvente, a quantidade ou o tipo de soluto pode n&o ser

suficiente para provocar uma variagdo de n tao significativa.

Entao, utilizando o refractdmero diferencial, onde na mesma célula se coloca o solvente e a solugao,
pode-se de uma forma diferencial, determinar qual € o valor rigoroso de n relativamente ao soluto. Ja que o

valor de n que se determina habitualmente, é para uma determinada solugao.
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Refractometro de méao (modelo Brix)

A aplicabilidade da refractometria € mais comum na area do petréleo. Quando ha separacéo do
petréleo, desde os varios componentes do crude até componentes do petréleo, é feita por destilagao
fraccionada (ou seja, os componentes vao saindo de acordo com as suas temperaturas de ebuli¢do). O

destilado destas temperaturas é analisado refractometricamente.

Refractometria: aplicagdes analiticas

Mas, a refractometria € fundamental na analise dos alimentos e da urina. A analise desta ultima é

muitas vezes feita através de n nos laboratérios de andlises clinicas.

Determinacdo da % aclcar em solugdes aquosas
Salinidade (densidade da urina)

Proteinas clinicas (concentrac&o de proteinas)
Determinacg&o da % de etanol em solugdes aquosas

Processo de deteccdo quando acoplado a cromatdgrafos e
aparelhos de electroforese capilar

m Acompanhamento de destilagdes fraccionadas

Mais uma fabulosa historinha da prof:

Antigamente as leiteiras adulteravam o leite com urina, pois esta tem o valor de densidade muito
parecido com o do leite, contrariamente ao do da agua. E como nao havia na altura a tecnologia que ha

hoje (refractémero diferencial, neste caso), era impossivel a detecgao da fraude.

Refractometria: analises qualitativas

Muitas vezes, o valor de n ndo permite distinguir duas substancias, ou porque s&o muito
semelhantes, ou porque nao ha refractometros diferenciais, &€ necessario refractometro especifica.

Refractometro especifica, permite a comparagao de n da amostra com o n da substancia conhecida
e por controlo da temperatura e comprimento de onda, permite relacionar os indices de refracgao (n) com:

- massa molar - densidade
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m Comparacdo da medida de n da amostra com n da substancia
conhecida
m Determinac&o dos valores de n e n em condi¢des idénticas

m Controlar a temperatura € o comprimento de onda

* > compare-as através da refrac¢ao
molar
-l M

= 5 ><
n“+2 d

m O valor de R
determinado para a
amostra é comparado
com 0s valores
estimados para
substincias conhecidas

Table 182 Incraments of molar
refraction for varlous organic com-
ponents, ‘assuming -refractive index

measurel m
sodlum D liges
Companes B of R
c- ¥t 2418
H' i 1,100
CmC 173
CmcC “ 2398
F 40 088
. a 5967
Br 8.865
1 13.900
O (hydroxyl) 1525
O (ether) 1.643
O (carbenyl) 221
O (ester) - 164 *
Aliphatic amines
primary 32
. - secondary 1502
[ (contribuicdo  de _ tertiary 2840
) = _ J\roml_li: amines
duplas , triplas ligagdes, primary 221
o . secondary 159
tertiary 4.36
anels) Three-membered ring o7

Four-membered ring 048

Os valores de R determinados para uma amostra, podem ser comparados ou até estimados em
fungéo da forma estrutural da amostra.
O valor de R é resultado de:
¢ Ligagdes duplas
e Ligacdes triplas
o Anéis aromaticos que formam a solugéo

e Contribuicdo dos atomos

Nota: Se através de n ndo se consegue chegar a estrutura da substancia, pode-se tentar “construir”

com valores tabelados.
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ex: Desconfiava-se que era cloreto de sddio. Sabe o incremento por uma tabela. Posteriormente,
comparava-se este valor com aquele que nos deu experimentalmente, para se poder deduzir se era ou nao
NaCl.

Refracgao especifica

m Indice de refraccdo corrigido em relacdo as diferencas de
densidade de dois meios

m Representa uma medida das propriedades electrénicas das
proprias moléculas e ndo do espaco vazio, incluindo o estado
de agregacéo particular

il
n“+2 d
Independente:
Presséo
Temperatura

Estado de agregaczo

Outra vantagem da refraccéo especifica e que ndo depende da:

o Presséao
o Temperatura

o Estado de agregagao molecular

Quando se tem mais do que uma mistura, sera que o valor de n permite dizer que se tem um
tanto de A e um tanto de B?

Permite! Mas se tiver a garantia que as duas substancias ndo interagem quimicamente.

Se se tiver duas nuvens electrénicas, a variagdo da velocidade da luz, vai depender da interacgao
das nuvens electrénicas. Se as moléculas interagirem uma com a outra, vao criar outra nuvem electrénica
que ndo tem nada a ver com as outras, provocando uma variagédo da velocidade da luz. Logo, o valor de n

nao é fiavel.

Nesta situagéo, para ver se ha ou néo reacgao quimica, mistura-se uma determinada quantidade de
uma substancia A com uma determinada quantidade de substancia B e verifica-se se o indice de refracgao

da mistura n(A+B) é igual & soma dos indice de refraccédo separados n(A) + n(B).

Nota: Se se cometer erros humanos ou se se utilizar material pouco precisos, logo n(A+B) sera

diferente de n(A) + n(B), concluindo que houve reacg¢ao quimica.

MI. Para evitar isso ou “tirar teimas”, recorre-se a uma propriedade muito mais especifica = valor R

(leva em conta a densidade e a massa molar).
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Nesta situacdo, se n(A+B) for diferente de n(A) + n(B) das solugdes puras, (estamos na presenga de

uma reacgao quimica)?

Historinha da professora 2:

Nos primeiros anos que a professora leccionava, os alunos efectuaram uma destilagao fraccionada.
Ou seja, o primeiro composto que saia era o mais volatil (menor temperatura de ebuli¢do) e por ai fora.

Os alunos pegavam na curva de calibragdo que a professora tinha feito, e chegavam a concluséo
que o destilado enriquecia no composto menos volatil, o que era impossivel.

O que se passava era o seguinte, a professora baseava-se numa relagdo de 1mL para 9mL
medidos numa proveta. Ou seja, quando ela mediu 1mL e 9mL em pipeta porque a experiéncia assim,
dava certo, e juntou tudo numa proveta, o volume era inferior a 10mL, o que significa que havia contracgéo,
que havia reacgao quimica, ou seja, a relagéo era, para ai, um padrao de 1 para 8.

Logo, se a professora tivesse dado também atengdo ao R e ndo sé a n, ter-se-ia apercebido que

havia algo de errado.

Refracgao atdmica, molar e dispersao especifica

m Refracgdo atémica
+ R,= Ryx atomo grama

m Refracgdo molar
+ Ry,= Rpx molécula grama

A2 Al

Através da refraccao especifica, pode-se chegar a:

> Refraccao atémica
> Refracgcédo molar
> Dispersao especifica, que € a refracgéo especifica que € determinada para um

comprimento de onda e para outro comprimento de onda. Logo, determinando o valor para 2

comprimentos de onda, caracteriza-se muito mais a substancia.
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Refractometria: analises quantitativas

m 1- Método da curva de
calibracéo

« n=f (C/ mol dm=3)
« n=f(C/%) c

A refracgdo € muito utilizada para analise de proteinas.
Quando fazemos um grafico cujo n € em fung¢do da concentragdo de uma “matriz” proteica

(macromoléculas), ndo temos linearidade da solugéo.

Para uma solugdo de moléculas pequenas, temos essa tal linearidade (ex. NaCl), mas para as
macromoléculas n&o.
E porqué? Porque, o meio de dispersao dessas macromoléculas, ttm uma densidade muito elevada

e também contribui para uma variagao da velocidade da luz.

Mas....

m 2- Andlise de proteinas
através do incremento
refractivo especifico (K")

o n—n
K==

c

C=g/ml c

Pode-se aproveitar esta relagao, torna-la analiticamente util, fazendo n? em funcéao de c.

Logo, fazendo uma curva padrao para solugdes de proteinas padrao, pode-se calcular:
> Concentragédo de uma solugéo proteica
> Peso molecular da solugdo (calcula-se 1° o n, depois o RD, depois o RM e
finalmente o M)
> RA/RD/RM

Ou seja, pode-se saber quais s&o os tipos de atomos da solugéo proteica
Nota: Antigamente, o benzeno era o solvente mais usado em cromatografias.

Actualmente, sabe-se que € um produto quimico cancerigeno. Porém, é considerado, por tabelas,

como um dos melhores solventes.
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Polarizagao da luz

Polarimetria

Entao...

Hé& dois tipos de ondas: umas longitudinais, porque a direc¢do de vibracdo ou plano de
vibragao coincide com a direc¢ao de propagacao; e outras transversais porque o plano de vibragéo é
sempre perpendicular a direcgdo de propagacgao.

O som é um exemplo de ondas longitudinais. Por terem estas caracteristicas € que
conseguem contornar obstaculos, o que ndo se consegue com ondas transversais, como por
exemplo as ondas luminosas. Contudo, no momento em que chocam com o objecto pode haver
outro fendmeno: a difracgao. Estas ondas transversais sao as uUnicas que podem sofrer o fendmeno

da polarizagao da luz.

Polarizacédo das ondas

Tipos de ondas

No movimento ondulatério:

-se as particulas do meio (caso das ondas mecanicas) vibram na direc¢cao de propagacao do
movimento ondulatério, as ondas denominam-se longitudinais (caso do som)

- se as particulas do meio vibram em direcgdes perpendiculares a direc¢do de propagagéao ,
as ondas denominam-se transversais (caso de uma corda que vibra ao ser agitada num dos
extremos).

Longitudinal wawe

Surroe s Coilsmoes

leftand right  leftand sight

—_—

Evergy Iansport Ewerpy Txansport
Thr:nhuTJ.mtdimcﬁncn of mobion of individual Pu.rl:irk::aoft macdiurn
iz the zame as the direction of vikration of the zouree of the dishithance.

O que é uma onda nao polarizada?

Onda que possui mais de uma direcgao de vibragédo para uma direcgdo de propagagao
A onda possui varias direcgdes de vibracdo para apenas uma direccdo de propagacao.

Observe que todas as direcgbes de vibragéo sao perpendiculares a direcgao de propagacao
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Ou seja...

Uma onda que nao esta polarizada é aquela que vibra numa infinidade de planos, isto &, tem
varias direc¢des de vibragdo e uma so6 direccao de propagacao. E todas estas direcgbes de vibragao
sdo, por caracteristica das préprias ondas, perpendiculares a direc¢cado de propagacao.

Por exemplo, pegando numa corda e a agitando, a corda vibra ndo sé como na figura, mas
também vibra por toda ela. Sdo chamadas direcgbes de vibragdo da onde as que se propagam
numa infinidade de planos.

-

\ 3
. __,. Diregan dg
A VT propagacio

O que é polarizar uma onda?

Polarizar uma onda é obriga-la a vibrar numa sé direc¢do de vibragao, isto €, a onda vibra
num sé plano mesmo que ela anteriormente tenha varios planos de vibragéo. E fazer com que uma

onda nao polarizada (varias direcgbes de vibragado) se transforme numa onda polarizada (uma
direcgao de vibragao).

B 4+
A Nirercan de :

Foh propadacac Uma direccdo
de vibracdo

A polarizagao representada, exactamente porque a onda que € polarizada esta inscrita num
plano que é coincidente com dos planos de vibracdo da onda nao polarizada, diz-se que é uma
polarizacéo linear, exactamente porque ndo ha desvio de angulos relativamente a onda original. No

entanto ha outros tipos de polarizagao.
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As ondas luminosas

A luz é constituida por um vector eléctrico e um vector magnético. Ambos se propagam na
mesma direc¢gdo, mas em planos perpendiculares entre si. O campo eléctrico é aquele que
naturalmente interage com a matéria e é exactamente essa interacgdo que produz fenémenos como
a reflexao, a refracgéo e a polarizagao.

- A luz é formada por ondas transversais (ondas luminosas)

- As ondas luminosas (ondas electromagnéticas) sado devidas a variagdo dos vectores do

campo eléctrico e magnético.

- As variagdes tém lugar em planos perpendiculares a direcgdo de

A lightwawe is known
propagacéo do raio luminoso. towibrate inamuliiude
~ . . ~ . = of direchions ...
- A luz natural, ou Luz ndo polarizada apresenta direcgdes de vibragéo
em inumeras direcgdes, mas todas elas perpendiculares a direcgdo de
propagacéo do raio.
Como é que é possivel polarizar e detectar a luz polarizada?
Como polarizar as ondas luminosas? Os  nossos  olhos
P naturalmente ndo conseguem
. ome -~ o |
v’p.\ noslsa VIan nao PercePe as e, - j-. ‘ ; detectar todas as direcgdes
varias direc¢des de vibracdo de A1 AN TS
uma onda luminosa. ) 1 J ' de vibragdo. Se nés vemos a

v Temos que conseguir uma " luz, ou um conjunio de

onda, cujo vector campo
eléctrico vibre num sd plano
perpendicular 3 direcgéo de §25  Pulorizagia horizartal
propagacdo (o plano que (h)
contém essa direc¢do € o plano

radiagbes e que se propagam
naturalmente a uma

determinada velocidade, a luz

vai actuar sobre determinados

de polarizag3o) a) Vibracdo vertical e polarizadores  épticos que
. direccdo de propagacd®  temos que nos dio a
Luz polarizada: onda de luz que perpendicular a vibragéo

possyiu USSR d@recgéo b) Vibragdo horizontal e sensagao de visao.
de vibracdo para uma direccdo direcco de propagacéo Portanto, para poder
de propagacao perpendicular a vibragdo  ggper se a luz € ou ndo
polarizada, tém de se utilizar dispositivos especiais, nomeadamente polarizadores e analisadores.
As ondas transversais polarizadas estédo representadas nesta figura.
No caso da luz, se houver uma fonte de radiagdo néo polarizada, imagine-se uma fonte de
radiagcado policromatica, a luz natural que é constituida por varias cores, com varios comprimentosde

onda, ao atravessar uma determinada substancia, que neste caso pode ser meramente uma lamina
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de um determinado material (cristal de espato da Islandia), ela vai naturalmente ser polarizada.

Metade destas radiacbes, ou todas estas sdo eliminadas, excepto aquela que vibra

perpendicularmente a direcgdo de propagagéao. Esta s6 é detectavel colocando uma segunda lamina

de espato da Islandia na mesma direcgéo, isto €, paralelamente a primeira.

Porqué colocar paralelamente?

Em qualquer cristal, a sua rede cristalina é orientada de determinada maneira, € ha um
chamado eixo cristalorado. Se o eixo cristalorado da primeira |dmina estiver paralelo ao eixo
cristalorado da segunda lamina, a luz passa (€ polarizada) e é vista do outro lado da lamina.

Rodando segunda l&mina, isto é, colocando o eixo cristalorado numa posicéo diferente
daquela a que corresponde a primeira lamina, da-se conta que ha auséncia de luz. Essa auséncia
total de luz acontece quando este eixo faz um angulo de 90° com este. Todos os angulos diferentes
de 90° vao deixar passar um pouco desta luz, mas com intensidades diferentes. A intensidade da luz
polarizada vai variar ndo s6 com o tipo de material que provoca a polarizagao, isto é, com as
caracteristicas fisicas desse material.

Através disto podemos calcular qual € o angulo em que a luz é polarizada.

Polarizacao da Luz

Luz polarizada
E % E verticalmente §
Fonte de luz l i Observader
néo polarizada = |
W W
1" ldminade 2" l3mina de
espato espato
da Islandia da Islandia
A
Fonte de luz 4 o
ndo polarizada a/
* T r4l
| 2 | 7 ﬁ‘
p & ‘ k0] ‘.’/‘_
" \ 1 B Observador
| P
Polarizador ‘g Polarizador
vertical ",“ horizontal
R LY laz !
5 Loz “s Polarirada “~» Auséncia
natural - de fug
verticalmente
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A colocacado de dois polarizadores com direcgdes de vibragdo perpendiculares entre si,

impede a passagem da luz.

O processo da polarizagdo pode ser um processo utilizado para graduar a intensidade da

luz, que é muito utilizado em 6ptica. *

Polarizador/Analisador

X

_Eboode 1
lransmissao |

|

E I

Direc &0 I
da Onda |
I

|

I

_ |
Folanzador |

R

¥ X!
L § B de

|q—-...,“{f Transmissan

I:I(}coszé’

Lei de Malus

* Os 6culos polaréide, tém funcdo de regular a intensidade da luz natural de forma a

ndo atingir com tanta energia, fazer com que algumas das radiagdes que sdo energeticamente

~u, Ty,

- intensidade de entrada
da onda no analisador

. - intensidade de saida
da onda no analisador

mais activas que outras e portanto mais danosas para o nosso olho, sejam eliminadas.
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Tipos de polarizacao da luz

Nao podemos ficar com a ideia que a luz s6 pode ser polarizada linearmente, porque a luz pode

ser polarizada linearmente, circularmente e elipticamente.

. wvln:rul. BIbF |- e “

Ermithn ol iy

Wicroso ihizinatan

# e G

LENEAR ELLIFTIAL CIRCULAR

polarizader reccann del
r_f'._ .-/. T man &
/ ) il i
LR .=
1 | R
11 / direccion de
“ L

[

Tz natural luz podamads plana

Polarizacao linear
Aqui esta representada esquematicamente como é obtida uma luz polarizada linearmente. A luz
natural é constituida por varios os feixes de varias cores e cada uma delas tem uma direc¢ao de vibragao
diferente. As velocidades também sao diferentes e quando atravessam um determinado polarizador, s6

uma das propagacdes € que prevalece, vibra e se propaga numa direcgao.

directinn al

ﬂ_lwlm

dirmtined
Fropegstinn

o
o

7 Foln Ha S
pham & ffararca
H thin vy wu raspprmching
TR L
mckr wankdsppasr b b
rowilng Wk irseie

Thinia oalled right-

cirualar palariastan

Polarizagdo circular pode ser utilizada (como foi visto nas aulas praticas) para quantificar a

concentracdo de uma substancia.
Neste caso, chega a haver rotagao da radiagao.
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Polarizacao eliptica

diractioncf
e pating

dreckinn ol

=

174t wwras wars np prosching

- b B Ve, I ek
N wachar el nppnr b ba

e i ol okt 39,

Thiz iz calhd righl-

TN in palarizating

A polarizacdo eliptica, que no fundo é o somatério das duas polarizagdes anteriores, pode servir
para determinar estruturas moleculares com muito maior precisdo do que, por hipétese, uma absorgao

simples ou uma emisséao de luz simples que é utilizado em fenédmenos de espectroscopia do ultravioleta ou

do visivel ou espectroscopia de emissao fluorescente.
Além de haver a rotagdo, umas das radiagdes € mais absorvida que outra, dando como resultado

uma projeccao simétrica eliptica.

Exemplos de Polarizadores

1 = BT
F
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1 " Foucaull
Polarizer
" Wollaston
L i Prism
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Métodos para obter luz polarizada linearmente

SRR Polarizacéo por Reflexdo e Refraccéo

]
 Normal
) e H -
i Reflected
x Ray

-

Incident
Ray

¥
A luz incidente numa superficie plana e polida sofrera em parte
reflexdo, originando um raio polarizado perpendicularmente ao plano de

incidéncia, enquanto que a porgao refractada sera polarizada paralelamente ao

Reflested light @ plano de incidéncia.

Incident "S_fj__ / X Uma radiagao incide num determinado meio 6ptico. Acontece sempre

T DY == S Lenses pass . ; ~ , .
i l;;,ﬂ-f.ﬁ._-i._‘ 2 . reflexdo e um fendmeno de refracgdo. Ha uma radiagao que se reflecte com um

- S verticaly

R | polarized N ., n e e ya . o

. j gt angulo exactamente igual ao angulo de incidéncia, embora a direcgéo de
L:\ | i reflexdo seja perpendicular a direcgdo de incidéncia e um angulo que se
s S s

refracta e muda de direcgado consoante o indice de refracgdo da substancia,
portanto ele é desviado mais ou menos do angulo normal de acordo com o indice de refracgdo da

substancia. Quando isto acontece, da-se simultaneamente um fendmeno de polarizagéo.

Polarizagao por reflexao e refraccao:
Angulo de Brewster

Bevwsties Alighe O grau de polarizacao sera funcdo de:

hI'~lttrln41| : S 3 =
./" ' ’ -qualidade e indice de refraccao da
MRy superficie reflectora

% -do angulo de incidéncia do feixe de

) luz que, segundo Brewster, atingira a maxima
._______.__ polarizacdo quando os raios incidentes e
Remscied W) refractados forem complementares (sen r =

cos i)

Nestas condi¢cdes Sir David Brewster provou
experimentalmente que, o angulo de
A onda extingue-se incidéncia corresponde ao angulo de
polarizacdo quando o raio reflectido e o raio
refractado sdo perpendiculares

8&&-::\&: + Smmi: == gﬂ"

Pode haver polarizagao por reflexdo e polarizagdo por refracgdo. A intensidade da radiagéo
polarizada depende n3o sé da intensidade da luz mas também do cos® do angulo de incidéncia, entio
podemos regular essa intensidade e polarizar totalmente a radiagdo se conseguir uma incidéncia, de tal

forma que os raios sejam complementares (ver figura), isto €, formem um angulo de 90°. Quando a soma
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do angulo de reflexdo com o angulo de refracgao for igual a 90°, ha a extingdo total de luz reflectida. Este
angulo é, segundo Brewster, o angulo de polarizagao e ele indica qual é a maxima polarizagdo que pode

existir.

Como é que se relaciona o angulo de polarizagao com o indice de refracgao?

8. +d =90°

6, +6, =90°

nysen %) p = Nasen 92

nysen 6, = n,sen (90 = ﬂp)

nsend, =n; cosd,

i 1 sent@ 1

| : ) p B 2 B

Iﬂ; > |,..h:llg,|” —6 oas = lfgg
cos@, m

N&o havendo possibilidade de medir o angulo, € necessario medir por via de uma outra
propriedade que é o indice de refracgdo. E entdo, sabendo que a extingéo total se da quando a soma do
angulo de reflexdo mais o angulo transmitido (que no fundo é o refractado) é de 90°. Como sabemos que o
angulo de incidéncia mais este também tem de ser igual a 90°, podemos pelas leis de refracgéo dizer que
o indice de refracgdo do meio 1 vezes um seno do angulo de incidéncia nesse meio € igual ao indice de
refracgdo do meio 2 vezes o seno do angulo de refracgdo no meio 2. chega-se a uma relagdo que diz que
angulo de polarizacao; a tangente desse angulo de polarizagdo, onde héa polarizagdo maxima, tem de ser
exactamente igual a relacao entre os indices de refrac¢do dos dois meios, onde se da o fendmeno 6ptico,
ou seja, tem de ser igual a relagdo entre o seno do angulo de incidéncia e o co-seno do angulo de

incidéncia.
Mas néo existe s6 polarizagao por reflexao, existe também por absorgao e por absorgéo selectiva.

Cristais Uniaxiais/Birrefringéncia

Se num cristal incidir uma radiagéo, ha duplicagédo dos raios (ordinario e extraordinario). Se se rodar
o cristal e se se projectar geometricamente o que acontece ao raio ordinario, pode-se verificar que a
velocidade ¢ a mesma. Com o raio extraordinario ndo acontece o mesmo. As ondas vibram
perpendicularmente mas tém a mesma direc¢do de propagagao. As suas velocidades sdo diferentes. Se

ambas tivessem a mesma velocidade haveria apenas um raio.
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A projeccdo geométrica do raio ordinario € um circulo porque a velocidade do raio € constante,
independente da posigao do cristal. No caso do raio extraordinario, ao rodar o cristal, de acordo com a sua
posicéo, ha variagdo da velocidade de propagacao. Logo, a sua projec¢ao geométrica € uma elipse.

Os materiais que provocam esta reac¢ao nos raios sdo materiais birrefringentes.

Materiais cristalinos com diferentes indices de refrac¢ao associados a direc¢ées cristalograficas

BIRREFRINGENCIA — Medida da diferenca dos indices de refrac¢do extraordinario e ordinario (ne —
no), ou seja, tém indices de refracgao diferentes consoante a posigéo do cristal.
Surge da desordenagédo do cristal, mas basta uma pequena diferenga do raio extraordinario e

ordinario para que surja um desfasamento ou angulo de rotagao (a).
Birrefringéncia = (ne — no)
= (indice de refrac¢éo do raio extraordinario) — (indice de refrac¢do do raio ordinario)

= (velocidade de prop. do raio extr.) — (velocidade de prop. do raio ord.)

A birrefringéncia pode ser:

NEGATIVA:
A uma direcgéo perpendicular ao plano de propagacao, tem-se um raio extraordinario

com velocidade superior a do raio ordinario.

Birrefringéncia ( -)

n.<n, Ex:calcite

POSITIVA:

Para a mesma incidéncia a velocidade do raio extraordinario € inferior a do ordinario.

Birrefringéncia ( +)

n,>n, Ex: quartzo

Para que s&o usados os materiais birrefringentes?

Para produzir prismas polarizadores e placas retardadoras.
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indice de refraccado ordinario e indice de refraccdo extraordinario

Indice de refracc3o ordinario

C Seni
n,=—=
v, Senr,

Indice de refraccdo extraordinario

c  seni
H=—=
v, Senr,
A velocidade do raio extraordinario € maxima quando a direcgao € perpendicular a direcgao do eixo
optico.

Alguns materiais birrefringentes:

Cristal n, n,
Turmalina 1,669 1,638
Calcite 1,6584 1,4864
Quartzo 1,5443 1,5534
Na NO, 1,5854 1,3369
Gelo 1,309 1,313

Rutilo (TiO,) 2616 2,903

?

{ E preciso haver uma diferenga muito grande de indices para haver dupla refracgdo?

Nao!!!

No entanto, ha maior refracgédo ou birrefringéncia se houver maior diferenca de indices.

*
Ve ¢ a velocidade de propagagdo maxima do raio extraordinario numa direc¢do perpendicular a direc¢do do

eixo.

150



Exempilo:

Calculo do angulo limite para
a incidéncia calcite / balsamo

do Canada
n,= 1,66
n.= 1,49

Nbalsamo=1 I55

Senig Senl g
=— n,=——

[
Senty seniy,

n,2>n. = senr,>semr,

rE." . rD
. _ Mealcite _ 5en90 _ 1
O halsamo  Mpgigms ~ S€nL  senL
Apais 155
senl = —balamo _ >~ _ (93 = [ = 69°

M elcite 1,56

Prisma de Nicol

- Cristal que se encontra dentro do
HNicol Pelarizing Prism

f polarizador.
Ordinary— . .
Figure 3 m,"‘r Extraordinary - Utilizado para polarizar a luz.
a oy
. by A
>
P e Y
| L
5 l"__‘.
B =
Unpolarized — —
White Light
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Bxlrairdinay rey
i [

Num material anisotropico a velocidade da luz depende da sua direcgao de propagacgao através do

Polarizac&o por birrefringéncia
material.
Para polarizar a luz linearmente, utilizam-se dois cristais de calcite colocados numa determinada

", o bl Ak

Quando um raio de luz incide sobre este tipo de material ha polariza¢ao por dupla refracgao.
__;p!n: Adla
e | :
ardirey ry

direcgdo e unidos. Da refracgdo obtém-se um angulo.

Formam-se 2 raios (RO) e (RE). Os raios estéo polarizados em direcgbes perpendiculares e deslocam-se
: -
Perpandiculariy

com velocidades diferentes.

b T g palarized
! sesDirect
polarized

el
baems

Entry
bearn
skaw
polarized =
A incidéncia é perpendicular a superficie e ao eixo o6ptico.
diferentes. Os raios emergem com uma diferenca de fases que depende da espessura da placa e do

| mm
O numero de ondas contidos na placa é diferente porque os comprimentos das onda também sao

comprimento de onda da luz.
a
bl

> Polarized light
Os dois raios tém a mesma direccdo mas velocidades diferentes

Efe
F el capn @
E el ravo

-
A birrefringéncia atinge o valor maximo.
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Lamvina de cristal

E gel ravo o

Considere um feixe de luz polarizado linearmente que incide numa Iamina de um cristal

(]
birrefringente, cortado paralelamente ao eixo éptico.
Considere que o raio de luz incidente faz um angulo 0 relativamente a direcgéo do eixo 6ptico.




Dependendo de 6, da espessura da lamina e da birrefringéncia da 1dmina, os dois raios (RE) e (RO)
emergirado do cristal com uma diferenca de fases igual a 0.

Significa que, Ro e Re partem em fase e tém amplitudes iguais (1a)

mas emergem com uma diferencga de fases (1b).

A diferenca de fases expressa em radianos sera

BLEm = = =g

EY

"
: -/'III N N (ne-n,) = An = birrefringéncia

8 = retardancia

A actividade éptica esta relacionada com as caracteristicas da substancia.

Como medir a retardacdo de um raio relativamente a outro?

Birefringent Crystals Between Crossed Polarizers

RS B E}h]ei:i {Anisctropic Crystal)

Fl Light

1w

& Lineady Polersmed Lightin the Wertic o] Dhiee ction

Sample == ||==  Two Components
5 Thichness I Resulting From Figure 3
d {} Birefringente

B Ligeathy Molanoed Lighi al 43 Dhagiees

Miace Ohil

Anxd

An - birrefringéncia

d - esnessura do cristal

Retardadores opticos, para qué?

1 Wltrbes!hr Fobarizad T ik
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O raio ordinario e o extraordinario encontram-se sobre planos perpendiculares.

Se a distancia entre as ondas é muito elevada acaba por haver um desfasamento e a onda final
corresponde ao somatério das outras duas.

Ha interferéncia entre as ondas por elas interagirem uma com a outra. Ao haver um somatério de
amplitudes e angulos, nota-se uma diferencga de fases.

O desfasamento, que da origem a rotagcéo Optica, pode ser natural da substancia e pode ocorrer
tanto em substancias sélidas (ex: quartzo) como liquidas — SUBSTANCIAS COM ACTIVIDADE OPTICA.

De uma forma genérica, com um angulo de 20 pode-se deslocar meia onda ou um quarto de onda.

input polarization =
plane 2e : ;
v} e pelarization
I g A5 plane
[ i A """-’
linearly | ! e
polarized e e |~ emergent plane linearly
input}_. H| -I ., | | pnla_rize:l beam fp'i;'“d |
s Yo II | with pl_ane.nf g LHTY | it
: 1 Mo 1 palarization \ )
crystalline optic-axis™, ./ / rotated o g
direction e o
.crystalline optic-axis
direction
Lamina de retardacdo de meia onda Lamina de retardacédo de um quarto de onda

As substancias com capacidade de retardarem umas ondas relativamente a outra sdo consideradas
substancias opticamente activas por possuirem poder rotatério. Este poder rotatério € tanto melhor quanto
maior for a sua concentragao. Isto significa que a polarizagao por refracgao que origina retardamento e
consequentemente retardagéo optica pode ser usado em termos analiticos para caracterizagédo de

substancias.
Polarizacao rotatoria

Light A luz nao polarizada atravessa um
s0ource

Unpolarized polarizador. Ao aumentar a espessura do cristal,

light aumenta o tempo de desfasamento. A luz fica

Polarized light

polarizada e quando atravessa a substancia com
actividade optica, uma radiagao retarda a outra de
forma a que, quando sai, j& n&o o faz no mesmo
A'(@\ plano de vibragéo. Entéo, a substancia roda o plano
' de vibracdo da luz polarizada e provoca rotagéo

Analyzer o

Viewer Optica
Substancias deste tipo sdo opticamente activas e a forma de a exprimir faz-se em fungcédo da medida

do desfasamento das duas componentes.
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Rotacao optica: dupla refraccéo circular

As substancias opticamente activas sao constituidas por moléculas. Umas tém a capacidade de
rodar o plano de rotacéo para a direita e outras para a esquerda, ou seja, umas s&o dextrégiras e outras
sdo levégiras, respectivamente. Entdo, a partir de uma substancia opticamente activa, forma-se uma

componente dextrégira e uma levogira

Right

Incident light Exiting light

Quando as duas componentes “saem”, vao interferir e o resultado dos vectores eléctricos origina

uma rotagdo para a esquerda ou para a direita.

Direita — se a componente dextrégira se sobrepde a levdgira.

Esquerda — se a componente levdgira se sobrepde a dextrdogira.

Como exprimir o grau de rotag&o optica em fungéo do
desfasamento das componentes levégira e dextrogira?

id

d = /1 (”; _ Hd ) (n, — ny)- birrefringéncia circular

’ E é preciso haver uma diferenca muito grande entre indice de refraccao, raio ordinario e

® raio extraordinario, componente levégira e dextrégira, para haver um desvio grande de

Exempilo:
Grau de rotagao optica /desfasamento
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Uma solugao de glucose a 3,45%, apresenta, a 18°C, uma
rotacdo o = 99,8° para a radiagao de 5000 A°. Sabendo que o
trajecto dptico era igual a 10 cm, calcular a birrefringéncia
circular.

99.8 x 5000 x 10~ e
180x10cm

(n, —n )= =2,77x107°

Basta uma pequena diferenca entre a velocidade de propagacéo entre o raio ordinario e o raio

extraordinario para se obter uma rotacédo ou desfasamento.

Isomeria éptica: Quem a comprovou?

Jean Baptiste Biot (1774-1862), de forma basicamente empirica.

O angulo traduz-se em fungédo do comprimento de onda, da distancia e da birrefringéncia, ou seja, a
diferenga entre n,e nq.
Medir n, e nq ao contrario das outras grandezas envolvidas, € complicado. E necessario diferenciar

as duas componentes.

Nas experiéncias que fez, Biot quantificou a rotagdo conseguida devido a dupla refracgéo, e
relacionou-a com algumas caracteristicas, nomeadamente a concentragdo para poder avaliar este
parametro nas solugdes.

Admitiu entao:

nr_li r]I
Rotagaéo+ —— » npon=V, <V, ( Dextrogiro, D )
Rotagao - —— n<n=>V,>V, ( Levdgiro, L)

Esta caracteristica é utilizada para identificar

Isbmeros opticos = Enantiomeros

Importancia do estudo desta caracteristica nas substancias...

- Pode-se caracterizar a substancia;

- Isdbmeros opticos tém actividades biologicas diferentes. Por exemplo, a efedrina(?) na forma D n&o
tem efeitos negativos, contudo, na forma L é perigosa. O clorofenicol(?), s6 numa das formas tem

actividade farmacologica.
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Actividade 6ptica/ Compostos Quirais
CHIRALITY

An object that cannot be superimposed
on its mirror image is called chiral

Mirrar

v (SO Moléculas que possuem
CH, CH, carbonos ligados a vérias
fungdes diferentes.

Chiral cbjects Nenchiral objects
Nonsuperimposable Superimposable
mirror images mirror images

Se a molécula possuir um carbono deste tipo apresenta
isomeria optica. Os isdmeros opticos, por analogia, podem ser comparaveis. Quimicamente sao iguais,
mas farmacologicamente podem néo ser.

Todos os testes quimicos que se fagam indicardo as mesmas caracteristicas, apenas a actividade

Optica os distingue.

Sao exemplos de substancias que tém carbonos quirais:
-carbohidratos (mono, di e polissacarideos)

-vitamina E (a - tocoferois)

-Talidomida

-Aminoacidos,

etc, etc

Actividade Optica/ Racemizacgéao

As moléculas que tém isomeria dptica originam radiacéo ordinaria e extraordinaria (radiacéo L ou D)
mas vao ao mesmo tempo transformando o enantiémero positivo no negativo. Ao fim de algum tempo, ha
um equilibrio. Se o enantiémero positivo roda para a direita e o negativo para a esquerda, no final, a
rotagéo Optica da substancia deve ser aquela que corresponder ao mais potente. Se D tiver actividade
Optica intrinseca maior que L, a rotagéo Optica sera positiva e vice-versa.

Quando se atinge o equilibrio existem nas duas formas um racémico que dita a isomeria final da
substéancia. A actividade 6ptica pode ou a polarimetria, pode servir para avaliar a velocidade de reacgoes

quimicas entre substancias com actividade 6ptica.*

* Nas aulas laboratoriais, na experiéncia em que se usava a glucose, catalisava-se antes de aferir. Isto, para que a o —
glucose se transformasse mais rapidamente em 3 - glucose e se obtivesse um valor de angulo de rotagdo (o) correcto.
o=+

B:-
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At Time of Death
O

At Equilibrium

e
A —

Medida da actividade Optica

Funcionamento do polarimetro

Analyzes, A Rotatable
Polarizer - This lens

is rotated wntil no

eght goes through

tha zocond ons.

The angle is then
messured to determing
theo optical mtaton

of the Amino Acd
solution

4
f Polarimeter
Uzed to measure the eptical
: ; s e oo
rotation of maolecules in salution /((i-rh
The Polarimeter Tube containsg
an opticaly active substance
{such as an Amino Acid) in
a sohtion which causes ™
the plane of polarized
light to rotate. H |I
|
[
Polarimeter Tube
(10 cm lang)
E a; |
R I
o y - \
[ Fixed Polarizer
-  — Cannot Rotate  MNobice that the plane of the
%‘ wibwrating light has changed

i ?\\

Lipht Source

after going through the d
Poarimeater Tube. J

O desfasamento é quantificado através do angulo de rotagdo. Este angulo de

rotagao esta

relacionado com o comprimento de onda ou percurso 6ptico da onda e o poder rotatério especifico da

substancia.

Tem-se, entdo, o valor do angulo de rotagdo em condigbes especificas (valor rotatério especifico),

para um comprimento de onda fixo, para uma determinada temperatura e para a concentragdo de

1g/100ml. Isto permite distinguir as substancias, visto este valor ser especifico.
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[e.]- rotagdo especifica

o - dngulo de rotacéo

. da solugéo
A

’ - concentragao expressa
[ T l OOQ em g de amostra/100ml
94 =

("- e f | - comprimento do tubo
' polarimétrico

Rotagao Molar

[¢f. =lal. xM

Determinacao da pureza optica

A partir dos valores obtidos com o polarimetro, pode-se verificar qual o grau de pureza da

substancia.

1e Pureza éptica = excesso de enantiomero (%)
2e Pureza 6ptica = % enantiomero em excesso = % enantidmero 1 - % enantiomero 2

3e Pureza 6ptica = 100 [a] mistura / [a] amostra pura
Variaveis que afectam a rotacao 6ptica

S6 em condigdes padronizadas se podem comparar substancias opticamente activas. Isto significa

que ha factores que alteram a sua actividade 6ptica.

1- Comprimento de onda

O poder rotatdrio especifico varia com o comprimento de onda de acordo com a fungao

oo K, K K,

Sendo:

K1; K2; K3 — constantes avaliadas experimentalmente

A- Comprimento de onda da medida

M; A2 — constantes aproximadamente identificadas com os comprimentos de onda maximos de

absorgao
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Para dois A diferentes podem-se distinguir duas substancias. Calcula-se o poder rotatério especifico
para dois A. o esta relacionado com )\2, as duas substancias nao polarizam da mesma forma, e obtém-se

um valor de dispersao 6ptica.

Para regibes bastante afastadas das
bandas de absorcéo

K 7’;0- constante correspondente ao comprimento de onda da
[a] 2_7 banda de absorcéo opticamente activa mais proxima
— A

2-Temperatura

Um aumento da temperatura promove dilatagdo do tubo e diminui densidade da substancia, logo a
posi¢cdo e quantidade das particulas. Também altera o poder rotatério das préprias moléculas devido a
associagdes ou dissociagdes, aumento da mobilidade dos atomos.

De forma genérica, o poder rotatdrio especifico relacionado com a temperatura, pode ser traduzido

por esta expresséo:

o], =lal +ni

n
- coeficiente de temperatura
- grau ou quantidade que é necessario para que 1°C faca com que o poder rotatério especifico

aumente um valor.

3-_Concentracéo

Geralmente o poder rotatério varia linearmente com a concentragdo mas de uma forma pouco
significativa. No entanto, essa variagdo pode nao ser linear.

A variacao pode ser positiva ou negativa.

4- Solvente

Solventes apolares ndo promovem agitagdo das particulas o que faz diminuir a rotagdo. Solventes

polares proporcionam aumento da rotagao optica:
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MSolvente apolar — associagédo de moléculas
soluto = rotacé&o optica baixa

MSolvente polar = dissociacdo de moléculas
soluto = rotacao 6ptica alta

Dicroismo circular

Pode-se utilizar a polarimetria para caracterizar as substancias. Contudo, mesmo estas podem sofrer
rotagédo optica. Pode-se ainda efectuar um estudo da rotagédo 6ptica em fungdo do comprimento de onda.
Ainda assim, isto pode n&o levar a caracterizagdo, pois dentro da prépria molécula podem ocorrer
alteragdes. Pode-se efectuar um estudo que especifique partes da molécula. Se a substancia for

opticamente activa e estudada em equipamento especifico, pode-se identificar og seus componentes.

Para determinado comprimento de

onda, a componente D e a L rodam

segundo determinado angulo e sdo

adsorvidas. Como resultado tem-se
Perilive
forarson
angle
o

7/ Dicroismo circular = rotagdo do plano

Rtarsom of podarisal lght

-~ de polarizagdo da luz + diferenca de
- |
e

absorcao dos componentes

Analyeer ID\:_I . . s
i Circully et circularmente polarizados. Ocorre s6

polorized light
em regides do espectro onde a

Lipht

wculer
HIOE C

IRtera3]
P amostra absorve:

[ UV préximo (250-350nm) — grupos

Prel al sy . .
mi,:::i:n aromaticos de cadeias laterais de

Samgle

triptofano, tirosina e fenilalanina).
Circular dichrssm Lt ‘ ,
g [0 UV longinquo (180-250 nm) —
x@ ligacdes amida que unem os residuos
de aminoacidos entre si.
Dietgcior

O dicroismo traduz-se através da diferenga de adsorgdes entre a componente D e a L.
A forma de traduzir este dicroismo é através da variagao da adsorvibidade molar que se relaciona

nao sé com a concentragdo, mas também com a adsorgao da componente L e da D.

Birrefringéncia circular — ocorre em todas as regides de comprimento de onda onde a substancia é

opticamente activa
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Right and Left Hand

;.‘.ir:ulurlj' polarised o # CD signal g %
ight L = 2
lr}p_: ¢ Preferential -‘% — g
absorption of
beam Opucally Right Hand _/\
Sample polarisation

wavelength (nm) wawelength (nm)

Dicroismo circular é a diferenga entre a absorgcdo das componentes esquerda e direita ,
circularmente polarizadas e é medida em fungdo do comprimento de onda.

A —A g-absortividade molar
e _ Ay D
Ae=¢g, -, =—"—"—

IM L- caminho 6ptico. cm

M- concenfracio. mol T.-!

Dicroismo Circular

Como resultado da rotagéo e adsorgao, a projecgao geomeétrica da onda resultante € uma elipse.

Elipticidade

v %
[9]:5

C- concentragao, g cm

L — caminho éptico, cm

Assim como o poder rotatério especifico é caracterizador da substancia, também a elipticidade o é.

s 2.303 180
81 2.1{}5 A Trad] 8, = T (- A

[deg]

T

Elipticidade molar

o]=—1-
IM
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O dicroismo permite uma caracterizagao estrutural, comparagao da estrutura de proteinas, e mesmo

analise de alteragdes estruturais que decorrem de factores externos.

Espectroscopia de dicroismo circular

[) Caracterizagao estrutural de proteinas (estruturas secundarias, terciarias)
[J Comparagéao de estruturas de proteinas obtidas de diferentes fontes ou comparagao de estruturas

de diferentes mutantes da mesma proteina
[ Analise de variagdes estruturais das proteinas apos perturbacéo: variagdes térmicas, variagoes de

pH (variagbes da composicao de tampdes), estabilidade a desnaturantes (adicdo de estabilizantes e

excipientes)

Espectros de dicroismo circular

Standard Curves 45000

80000 _ Myoglobin

60000 4

40000 -

Ellipticity

L]
o
o
(=3
o
L

0 -

Ellipticity

-20000 -

-40000 A

190 210 230 250
Wavealength nm]

-60000
180 210 230 250

Wavelength [nm]

120000
80000

mean residu e ellipticity

190 200 210 220 230 240

wavelength (nm)

Different types of protein secondary structures (helices, sheets,
turns and coils) give rise to different CD spectra
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Determinagao de estruturas
secundarias de proteinas

™2™ (dagomcmal Y

164



Deoxyribonucl eosides DA
B

Cireular dichrodsm (g - £g)

Wavelength (nm)

200 220 240 20 260 300 320

Wavelength (am)

DC de DNA e RNA comparadc
com 0s seus mononucledsidos

Dc de polinucledtidos sintéticos
com diferentes conformacoes
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