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Processos quimicos e bioquimicos podem ser significativamente altera-
dos por pequenas variacdes no pH do meio, de modo que muitos estudos
experimentais requerem meios efetivos para o controle deste parametro.
Existem mecanismos que permitem o controle do pH de solu¢des aquo-
sas frente a adicdo de (pequenas) quantidades de acidos fortes ou de ba-
ses fortes ao sistema quimico. Estas solugdes, conhecidas como tampao
[1], sdo compostas por uma mistura de um sal de acido fraco com base
forte e o seu respectivo acido fraco (ex.: acetato de sddio/acido acético)
ou de um sal de base fraca com acido forte e a sua respectiva base fraca
(ex: cloreto de amdnio/amodnia). O conceito de tampéo foi proposto no
inicio do século XX e vem sendo estudado desde entdo. Note que o objeti-
vo principal de um tampao é controlar o pH da solugdo, mas ele também
pode desempenhar fung¢des secundarias, como o controle da for¢a idnica
do meio reacional. Pela teoria proposta por Brgnsted e Lowry [2-5] eles
devem ser vistos apenas como misturas de acidos e bases conjugados
que minimizam as variacdes de pH de uma solugdo aquosa por meio do
efeito do fon comum. Este texto espera dar uma visao mais ampla e criti-
ca aos tampdes acido-base.

Introducao

Para explicar mais em detalhe o seu funcionamento

considere, genericamente, a mistura de um sal de acido

Mas, como funciona um tampao acido-base? Essencial-
mente, um tampdo acido-base mantém constante o pH
de uma solugdo aquosa consumindo “prétons” (H+ ou,
mais corretamente, ions H30+) liberados durante as rea-
¢des ou liberando “prétons” quando parte deles é consu-
mida pelo meio reacional.

2H,0 + NaA — A- +
+
Hz20 = Hs0+ +
Knzo [|Kna
HA
+

H20

H20 +

Dentro deste contexto e tomando-se o cuidado de nao
ultrapassar a capacidade de tamponamento da solugdo
(a ser discutida mais adiante), ao se adicionar um acido
forte ao tampao, os ions H+* em excesso irdo se combinar

fraco com uma base forte e o respectivo acido fraco,
onde o fon comum é a espécie H30+ (ou, simplificada-
mente, H*), como descrito no sistema reacional hipoté-
tico representado abaixo:

+ Hz0* + OH (dissolucao)

com os anions do sal (A-) formando a espécie pouco dis-
sociada (HA), limitando a variagdo do pH da solugao.
Similarmente, ao se adicionar uma base forte ao tampao,
os ions OH- em excesso se combinardo com fons H+
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(H30+) do sistema em equilibrio formando agua (reagdo
de neutralizacdo), obrigando a dissociacdo do acido fra-
co (HA), formando mais anions (A-), limitando a variacao
do pH da solucdo. A eficiéncia de uma solugdo tampao é
determinada por sua capacidade de tamponamento, que
esta diretamente relacionada a sua concentracgio.

A equacao de Henderson-Hasselbalch e
suas limitagdes

A equacdo de Henderson-Hasselbalch [6] foi original-
mente desenvolvida em 1908 por Lawrence Joseph Hen-
derson (1878-1942) e por Karl Albert Hasselbalch (1874
-1962), ao descreverem o uso do acido carbonico como
solucdo tampao. Ela pode ser deduzida usando o exem-
plo hipotético de tampao acido-base mostrado acima,
considerando as concentragdes analiticas de acido, Cua, €
de sal, Cnaa, € usando-se as ja conhecidas condicdes de
equilibrio e os Balanceamentos de Massa (BM) e de Car-
gas (BC)[7,8], como mostrado abaixo.

Condicoes de equilibrio:
Kizo=[HT][OH]=1,00x10* (a)

_ [HT][A]
KHA—W (b)

BM: Cua + Cnaa = [HA] +[A]  (©)
[Nat] =Cnaa ()

BC: [Na*] + [H*] = [OH] + [A] (d)
Fazendo-se a combinagdo linear entre os balanceamen-
tos de massa e o balanceamento de cargas, obtém-se a
Condicdo de Préton do sistema

[HA] = Cua + [OH'] - [H*] (e)
Ainda, usando as equac¢des do balanceamento de cargas,
pode-se escrever que

[A] = Cnaa + [H*] - [OH] 0
Feito isso, para se deixar Kua em fungdo de Cuac, Cnaa, [H*]
e [OH-], leva-se (e) e (f) em (a), resultando em
K _ [H*](Cnaa +[H"]-[OH])

BT (Cua+[OH]-[HT])

[H*1?+(Cnaa+Kua) [HT12-(Kizo +KuaCua) [H1-KyaKnzo=0

Esta é uma equagdo do terceiro grau em [H+], valida para
qualquer situagdo experimental, a menos da forga ionica,
que ndo foi considerada inicialmente. Mas esta equacdo
ainda pode ser submetida a outras simplificacdes, se for
considerado que

1. a solucdo € acida, porque o sistema em estudo é forma-
do pelo par de eletrdlitos HA e NaA.
Como [OH-] << [H*], pode-se escrever:

k.= [H 1 Crant[H])
A (Cua-[H*])

2. sendo o acido pouco dissociado (condi¢do do proble-
ma) e considerando-se os casos em que [H*] << Cnaa
e CHA:

i = [H1(Cxan)
HAT T (Cia)

Aplicando a funcdo logaritmo a esta equagdo chega-se
em:

CNalA

pH=pKy,+ log
Cha

que é a forma mais conhecida da equacdo de Henderson-
Hasselbalch e muito usada em livros texto didaticos.

No entanto, em funcdo das aproximacgdes utilizadas, esta
equagdo simplificada é valida somente se o acido (ou a
base) nao for nem muito forte e nem muito fraco (os me-
lhores sdo aqueles que possuem Kua ou Kgon~10-4a 10-6),
se as concentragdes analiticas do acido (ou da base) e do
sal (Cua e Cnaa) ndo forem muito grandes e se a for¢a i6ni-
ca do meio [9-12] e a temperatura forem constantes. Es-
tas condi¢des permitem que a condigdo ai = [i] seja vali-
da. Por estas razdes os exemplos mais citados de solugdes
tampéao em livros-texto sdo solugdes relativamente dilui-
das dos tampdes acetato/4cido acético e amoOnia/cloreto
de amonio.

De fato, dentro destes limites experimentais, a equagdo
de Henderson-Hasselbalch indica que o pH é aproxima-
damente independente das concentracdes (desde que
maiores que 10-3 mol L1, fato que sera discutido mais
adiante), que a melhor condi¢do de tamponamento ocor-
re quando a razdo Cnaa/Cua = 1, onde o pH = pKua, e que a
cada poténcia de 10 na razdo Cnaa/Cua ocorre a variacao
de uma unidade de pH, para valores maiores ou menores.
Estas caracteristicas especificas das solu¢des tampaio
ficam bem claras se o leitor observar os formatos das
curvas contidas nas Figuras 1 e 2, mostradas mais adian-
te. Se a razdo Cnaa/Cua for diferente da unidade, entdo o
tampao poder apresentar maior capacidade de tampona-
mento para a adicdo de acido forte (quando
(Cnaa/Cua)>1) ou para a adicdo de base forte (quando
(Cnaa/Cua)< 1). O leitor também notara que os sais de
sddio sdo utilizados preferencialmente nos exemplos ci-
tados. Isto foi proposital porque a grande maioria dos
tampdes acido-base sdo preparados com sais de sddio, de
potassio ou de amoOnio, mais soldveis.

Exercicio 1:

a) Qual a variagdo de pH observada quando se dissolve:
1,0 x 102 mols de HCl em dgua? 1,0 x 102 mols de dcido
acético em dgua? 1,0 x 103 mols de HCl em dgua?

b) Calcular o pH e a concentragdo (mol L1) de todas as
espécies presentes no equilibrio em uma solugcdo aquosa
contendo 1,0 x 102 mol L1 em dcido acético e
1,0 x 102 mol L-1 em acetato de sddio.

c) O que acontece quando se adiciona 1,0 x 103 mols de HCI
em um litro do tampdo calculado no item b? Considerar
que ndo hd variagdo de volume. Comparar os resultados
com os valores de pH e de ApH encontrados no item a.

d) Qual a variacdo de pH observada quando se dissolve:
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1,0 x 102 mols de NaOH em dgua? 1,0 x 102 mols de NH3
em dgua? 1,0 x 103 mols de NaOH em dgua?

e) Calcular o pH e a concentragcdo (mol L1) de todas as
espécies presentes no equilibrio em uma solugdo aquosa
contendo 1,0 x 102 mol L em NHs e 1,0 x 102 mol L1 em
NH4CL

f) O que acontece quando se adiciona 1,0 x 10-3 mols de
NaOH em um litro do tampdo calculado no item d. Conside-
rar que ndo hd variagdo de volume. Comparar os resulta-
dos com os valores de pH e de ApH encontrados no item d).
g) Deduzir a equagdo de Henderson-Hasselbalch para um
tampdo preparado com uma base fraca (ex.: NHz) e seu sal
com dcido forte (ex.: NH4CI).

Os célculos das concentragdes de tampdes a serem usa-
dos em medidas que requeiram alta precisdo, como por
exemplo na calibracdo de pHmetros, devem ser feitos
cuidadosamente, sem aproximacdes. Isso significa que a
forca idnica do meio também tem que ser levada em con-
ta. Alternativamente, o emprego de forc¢a idnica constan-
te é uma condi¢do aceitavel para ndo se inviabilizar o
preparo de tampoes na pratica.

A capacidade de tamponamento

0 conceito de capacidade de tamponamento de uma solu-
¢do tampdo, também conhecida como capacidade do tam-
pao ou indice do tampao, introduzido por van Slijke [13],
é uma medida da capacidade desta solugao resistir a vari-
acoes no pH, quando da adi¢do de um acido forte ou uma
base forte [14]. A capacidade do tampao é definida como:

dc,  dc,

P=3pH ™ dpH

em que C, e Cp sdo as quantidades de matéria [15,16] (em
mol) de acido forte ou de base forte necessarios para
produzir uma determinada variacdo de pH (ex.: de uma
unidade), em um volume especificado da solugao tampao
(ex.: um litro). Considera-se que a adi¢do do acido ou da
base ndo altera o volume final. Quando maior o valor de 3
(sempre um valor positivo), maior a resisténcia do tam-
pao a variacdo do pH e o sinal negativo na equagdo acima
esta apenas indicando que o pH diminui com a adigio de
acido. Nao confundir o indice de um tamp&o com as cons-
tantes de estabilidade globais de complexos, pois ambos
os termos usam o mesmo simbolo (f3).

A equagdo matematica usada para o calculo da capacida-
de de tamponamento de um tampao composto por um
acido monoprético fraco (ex.: acido acético) e sua base
conjugada (acetato de s6dio) pode ser obtida consideran-
do-se a adi¢do de Cp, mols de uma base forte (NaOH) a
uma solugdo de concentragdo Chac deste acido, em equili-
brio, e que a variacdo de volume causado por esta adicdo
seja desprezivel. Para facilitar o entendimento e os calcu-
los, considerar o volume final igual a 1,00 litro e usar
NaAc para designar o acetato de sdédio e HAc para desig-
nar o acido acético.

Considerando-se as condig¢des de equilibrio:
KH20=[H+] [OH_]=1,OOX10_14 (a)

_ [H*][Ac]
Kyac= TIHAG (b)

os Balanceamentos de Massa:
C = CHAc + CNaAc = [HAC] + [AC] (C)
[Na+] = Cb + CNaAc (C')

e o Balanceamento de Carga:
[Na*] + [H+] = [OH] + [Ac] (d)

De (c), [HAc]= C - [Ac]. Levando esta equagdo em (b):

_ [H*][Ac’]
Khac= TClAc]

Rearranjando algebricamente esta equacdo obtém-se:
g KHACC
A T K,
Substituindo-se adequadamente os termos [Na+], [OH-] e
[Ac] na equacdo do Balanceamento de Cargas (d):

KHZO Kl-[AcC

Cb+CNaAc+[H+]: [H+] + [H+]+KHA
c

Deixando C, em fungdo de [H*], tem-se:

_KHZO_ [H*] KpacC

Cy= U
b [H*] [H*]+Kpae 24

lembrando que C = Cuac + Cnaac. Do cdlculo diferencial,
usando a regra da cadeia:

_dC,  dC, d[H']
“dpH ~ d[H*] dpH

B

Usando a definicdo simplificada de pH, pH=-log[H+], e
fazendo a mudanga de base do logaritmo (da base 10
para a base e) tem-se:

— +
pH= —2‘303ln [HT]
Diferenciando:
dpH -1

d[H*] = 2,303[H*]

Ou seja:

d[H*]
dpH

=-2,303[H*]

Diferenciando também a equacdo onde se descreve G,
em funcdo de [H*] tem-se:

dcy Kh20 KhacC

d[H*¥] ™ [H*]Z * ([H*]+Kjac)?
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na qual, ao se substituir os fatores individuais na equagio
que define a capacidade do tampéo (8) resulta em:
_dG, _ dGy d[H"] _ ( K20
TdpH _d[HT]  dpH \[HTZ

KHAcC

U T+ K)?

)x (-2,303[H*])

Reagrupando:

_dG,
“dpH

[I;Pf]oz +[HH]+

B =2,303 (

KHACC[H+] )
([H*]+Kpac)?

de modo que, sabendo-se qual o pH do tampao, pode-se
calcular diretamente a sua capacidade de tamponamento.
A Figura 1 abaixo mostra a variagdo da capacidade de
tamponamento de um tampao (acido acético/acetato de
s6dio) em func¢do do pH. Os calculos foram efetuados com
uma planilha, usando os dados da Tabela 1 da referéncia

[8].

025

Beta

0,50 3,25 575 8,25 10,75 13,25
pH

Figura 1. Variagdo da capacidade de tamponamento de um tampao
4cido acético-acetato de sédio, em fungdo do pH, sem levar em conta os
coeficientes de atividade. Legendas: vermelha(C = 0,20 mol L-1); verde
(C =0,15 mol L1); azul (C = 0,10 mol L:1); cinza (C = 0,05 mol L-1), onde
C = Cacido + Csal € Csal / Cacido = 1.

0 ponto de inflexdo da curva ocorre em pH = pKuac e cor-
responde ao maximo da capacidade de tamponamento do
sistema. Portanto, este tampao mostra a sua maxima ca-
pacidade de tamponamento em pH = pKuac = 4,75, quan-
do C = Cuac + Cnaac € Cnaac/Cuac = 1, independentemente
do valor de C. Observe que existe um pequeno efeito tam-
ponante em uma solugido pura de acido acético (veja o
pH ~ 3,00 e que o efeito tamponante de uma solucido de
acetato de sodio é nulo (observe o grafico ao redor do
pH~8,80).

Na equacdo de B em fungido de [H*], os dois primeiros
termos se referem ao chamado efeito tamponante da
dgua®, que sdo significativos apenas para valores de pH
menores que 2 ou maiores que 12. O terceiro termo refe-
re-se ao efeito tamponante do par acido-base base pro-
priamente dito.

@ O efeito tamponante da 4gua é bastante visivel nos graficos que mos-
tram a variacdo do indice do tampao com o pH. Note que os valores de 3
crescem muito rapidamente quando a solugio tampéo é muito acida ou
muito basica, significando que nestas regides a adicdo de uma pequena
quantidade de acido forte ou de base forte praticamente ndo altera o
valor do se pH.

Assim, genericamente, 3 = Buzo0 + Bha,

_ K20
B0 =2,303 ([Hﬂ +[H+])
e
) KyaC[H*]
Pua=2,303 (([H+]+KHA)2>

Exercicio 2.

Seguindo um raciocinio parecido, pode-se obter uma equa-
¢do matemdtica andloga para o cdlculo da capacidade de
tamponamento de um tampdo formado por uma mistura
de base fraca (ex.: aménia) e seu dcido conjugado (cloreto
de aménio). Mostre que esta equagdo tem a forma

K20 KyusC ) (Knnz)*C[H*] )
[H']? * (Kuzo+Knus[HT]) (Kuzo+Knuz[HT])?

p=2,303[H"*] <1+

Para isso, considere a adi¢cdo de C, mols de um dcido forte
(HCI) a uma solugdo de concentragcdo Cyuz desta base, em
equilibrio, e que a variacdo de volume causado por esta
adi¢do seja desprezivel. Para facilitar o entendimento e os
cdlculos, considerar o volume final igual a 1,00 litro. Use
esta equagdo em uma planilha para gerar o grdfico mos-
trado na Figura 2.

A Figura 2 mostra o comportamento do indice de um
tampdo amonia-cloreto de amdnio em relagdo ao pH. Os
calculos foram efetuados usando dados da Tabela 2 da
referéncia [8].

025 r
0,20

0,15

Beta

0,05 r

0,00 L . . | I
0,00 2,50 5,00 7,50 10,00 12,50

pH

Figura 2. Varia¢do da capacidade de tamponamento de um tampdo
amonia-cloreto de amonio, em fungido do pH, sem levar em conta os
coeficientes de atividade. Legendas: azul (C = 0,20 mol L1); vermelho
(C = 0,15 mol L1); verde (C = 0,10 mol L1); cinza (C = 0,05 mol L1),
onde C = Cnn3 + Cnnact € Cnnact/Cnnz = 1.

Este grafico mostra que um tampdo amonia-cloreto de
amonio tem uma capacidade maxima de tamponamento
em pH = pKwuz = 9,26, quando C = Cyuz + Cynact €
Cnnact / Cyuz = 1, independentemente do valor de C. No-
tar que uma solucdo pura de amonia também mostra um
pequeno poder tamponante (pH ao redor de 11,00) e que
uma solugdo pura de cloreto de amonio ndo possui qual-
quer efeito tamponante (observe o grafico em pH ao re-
dor de 4,00).
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O efeito da diluicao

O tampao também ndo pode ser muito diluido. O efeito
da diluicdo na capacidade de tamponamento de uma
solucdo tampdo pode ser visualizado usando a equagio
exata de Henderson-Hasselbalch para um tampao hipo-
tético composto por um acido fraco (HA) e o seu sal de
base forte (NaA):

_ [H+](Cyaa+[H*]-[OH])
M (Cya+[OH]-[H])

mantendo-se apenas a condi¢do a; * [i], sem quaisquer
outras aproximagdes. Substituindo-se [OH-] por
(Kuz0/[H*]) e rearranjando-se a equagdo acima para ex-
plicitar Cnaa em fungdo da concentragdo hidrogenionica
do tampao tem-se:

(1t +1) (-
Cran= (e
[H* [Coan

Para observar o comportamento da solu¢do tampao em
funcdo da diluicdo em wuma determinada razdo
(Cnaa/Cha) fixa, basta calcular numericamente o valor de
Cnaa para cada valor de pH da escala, e construir um gra-
fico como o mostrado abaixo.

7,50
7,00
6,50 -
6,00 -

550

pH do Tampio

5,00 -

4,50 -

4,00 1 Il L 1 L I}
2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00
-log Csal

Figura 3. Variacdo do pH de um tampéo acido acético-acetato de sodio
na condi¢do (Cnaa/Cua)=1, em funcio da diluigdo, sem levar em conta
os coeficientes de atividade. Célculos efetuados com uma planilha,
usando dados da Tabela 1 da referéncia [8].

A Figura 3 mostra claramente que um tampao acido acé-
tico-acetato de sédio funciona muito bem nas suas con-
dicdes de maximo tamponamento (pH = pKuac = 4,75 e
(Cnaa/Cua) =1), desde que as concentragdes dos seus
componentes sejam maiores que 10-3 mol L-1. Pode-se
notar que a diluicdo eleva gradativamente o seu pH, até
o limite de sete.

Tampoes multiplos

Até o momento discutiram-se tampdes formados com
um unico par acido-base conjugado e as dedug¢des mos-

traram que a capacidade de tamponamento destas solu-
¢des tampdo apresenta uma dependéncia simples em
relacdo ao pH. Mas o que acontece se o sistema tampo-
nante for composto por varios pares acido-base mono-
proticos? O raciocinio pode ser generalizado para qual-
quer numero de pares acido-base monopréticos? A res-
posta é sim! Como os termos da equagdo sdo indepen-
dentes para cada par acido-base, eles podem ser escritos
de modo aditivo. E mais! Usando esta generalizagdo e
incluindo um nimero apropriado de pares acido-base
com valores de pK, igualmente espacados, é possivel até
preparar um “tampdo universal”, dentro da faixa de pH
entre 2 e 12 [14].

Entdo, para uma mistura de varios pares de dcidos mono-
proéticos® do tipo HA’, HA", HA" etc. (e suas respectivas
bases conjugadas) pode-se escrever que:

B = Brzo + PBua+ Prar+ Pra” + ...

em que:

=2,303 (E;‘i‘j +[H+])

BHZO

_ KuaC[H*]
BHA‘2'3°3<([H+]+KHA>2>

_ Kya C[H]
Pux=2,303 <([H+]+KHA-)2>

Kya»C[H]
([H*] +KHA")2> , etc

BHA..=2,303<

Continuando as indagag¢odes, como se deve tratar um tam-
pao formado por pares acido-base envolvendo acidos (ou
bases) poliproticos? A experiéncia mostra que quando a
razdo entre as sucessivas constantes de dissociacdo (ex:
Kaz/Kat ... etc.) de acidos poliproéticos, poliaminas e de
aminoacidos forem menores que 0,05, uma solugio tam-
pao formada por pares acido-base poliproticos pode ser
considerada como composta por uma mistura de acidos
(bases) monoproéticos fracos de igual concentracdo [7].
Por exemplo, considere o par acido ftalico-ftalato acido
de potassio:

COOH COOH

COOH COOK”

Acido ftalico Ftalato acido de potassio

Como os valores de pK do acido ftalico sdo: pK.1=2,95 e
pKa2=5,41, a razdo entre as suas constantes de dissocia-
¢do se enquadra nas condi¢des estabelecidas acima, de

modo que se pode escrever:

() Lembrar que os acidos podem ser eletricamente neutros, como o
acido acético, cations como o NHs* ou dnions, como o H2PO4-.

Rev. Chemkeys, Campinas, SP, v.2, e020001, 2020 - ISSN 2595-7430.



https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

B = Buzo + Buza+ Bua

=2,303 (I[(I;‘i‘i +[H+])

BHZO

_dC,  2,303K,,C[HY]
Braa= G = (AT +Kyr )2

_dC,  2,303K,,C[H"]
Poun =AM = (T +K,)

Kalc[H+]
([H*]+Ka1)?

dc K
B=——2=2303 ( 29 4 [HH ]+

Ka2 C[H+]
dpH [H*] >

([H¥]+K,2)?

Da mesma forma, para o acido fosférico (4cido triproti-
co), cujas constantes de dissociacdo sao: pKai= 2,12,
pKaz2=7,21 e pKa3=12,32 (Tabela 1 da ref. [8]), a equagdo
de 3 pode ser escrita como:

B = Bﬂzo + B H3P04 t+ B H2P04™ + B HPO4%"

que, ap6s substituicdo dos termos individuais e um rear-
ranjo algébrico, resulta em:

Kalc[H+]
([H*]+Ka1)?

KaZC[H+]
([H]+Kq2)?

dpH [H] ([HF]+K,3)?

dc K
p=—2=2,303 ( 120 ]+
Esta equagdo permite construir um grafico para se obser-
var o comportamento da capacidade de tamponamento
de uma solugdo tampao de acido fosférico em fungio do
pH, mostrado na Figura 4.

Como assim? Uma solucio de acido fosférico é uma solu-
¢do tampao? Bem, como ja foi explicado anteriormente,
ao se adicionar uma quantidade de H3PO4 em agua ocor-
re a sua dissociagdo e a consequente formacgdo todas as
espécies fosfato, obedecendo os seus equilibrios coman-
dados pelos valores de pKa, em cada caso. Entdo, para
variar o pH desta solucdo inicial, basta adicionar quanti-
dades apropriadas de uma base forte (ex.: NaOH) ou um
acido forte (ex.: HCI) e manter o volume constante. Pron-
to! As concentracoes das espécies de fosfato se rearran-
jam em cada situacdo particular formando em cada situa-
¢do um tampao cujo pH pode ser calculado (ou medido)
em cada caso. Entdo basta usar a equagio deduzida para
B e, com o auxilio de uma planilha, calcular o indice do
tampao em fungdo cada valor de pH na sua faixa util. O
resultado pode ser visto na Figura 4.

Caso as sucessivas constantes de dissociacdo do acido
(ou base) poliprético sejam muito préximas entre si, a
aplicacdo deste procedimento de calculo levara a erros
significativos. Nestes casos, uma equagdo exata para o
calculo do indice do tampao deve ser obtida, sem aproxi-
magdes, para expressar corretamente C, em funcio de
[H*]. Como ha relativamente poucos acidos poliproéticos
que ndo podem ser tratados como uma mistura acido-
base monopréticos, esta situacdo ndo sera avaliada neste
texto.

Ka3C[H+] )

018 r
016 -
014 r
012 r

010 r

Beta

0,08 -
0,06 -
0,04 -

0,02 -

0,00

0,10 2,75 5,25 7,75 10,25

Figura 4. Variacdo da capacidade de tamponamento de um tampao
fosfato, em fung¢do do pH, sem levar em conta os coeficientes de ativi-
dade. (C=0,20 mol L1). O tampao equimolar (fosfato diacido e fosfato
monodacido) apresenta sua maior capacidade de tamponamento em
pH=7,21. O ombro em pH ao redor de 2,00 refere-se a capacidade de
tamponamento do &cido fosférico (Busros ). Notar que em valores de
pH muito baixos ou muito altos, os valores de Buz0 encobrem os valo-
res de {3 n3pos € de B upos?. Calculos efetuados usando os dados da Ta-
bela 1 da referéncia [8].

Refinando os calculos

De um modo geral, quando se deseja preparar um tam-
pao, o que se faz é escolher o melhor conjunto acido-
base dentre as varias opc¢des disponiveis, de modo que a
razdo Cnaa/Cha seja a mais proxima da unidade e que a
concentracdo total de acido e base conjugada (C = Cua +
Cnaa) seja maior ou igual que, por exemplo, 10-1 mol L-1.
Esses calculos preliminares podem ser feitos usando a
equacdo de Henderson-Hasselbalch simplificada.

Para exemplificar, considere inicialmente uma situacdo
simples em que o objetivo é apenas determinar quais
sdo os volumes de solu¢des individuais de acetato de
s6dio 0,15 mol L-1 e de 4cido acético 0,15 mol L-1 neces-
sarios para se preparar 100 mL de um tampdo acido
acético-acetato de sédio 0,15 mol L1 com pH = 4,50.
Calcular também a capacidade de tamponamento desta
solucado. Considere os seguintes dados:

- Acetato de sédio: M= 136,08 g mol-!

- Acido Acético: M= 60,05 g moll; d = 1,05 g cm3;
pKHAC =4,74

Resolvendo o problema passo a passo:

a) Preparar o tampdo a partir de uma solugdo 0,15
mol L-1de dcido acético e de uma solugdo 0,15 mol
L-1de acetato de sédio. Usar NaAc para designar

H3CCOONa.3H:0 e HAc para designar H3CCOOH.

CNaAc

pH=pKjja+ log
CHAC

C
4,50=4,74+ 1ogCL‘AC

HAc

C
log —24¢ —4,50-4,74=-0,274
HAc
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Snane _ 02620532

HAc

Como C = Cyac + Cnaac = 0,15 mol L-1, fazendo-se as substi-

tuicdes conclui-se que neste tampao é preciso que as

concentragoes finais do acido e da base conjugada sejam
Cuac=0,098 mol L't e que Cyaac=0,052 mol L1

A partir destes dados calculam-se os volumes aproxima-

dos das solugdes de acido e de sal necessarios para se
preparar o tampao desejado.

0,100x0,098

Vie=——g 75— =0.0653L
0,100x0,052

VNane=——5 75— =0,0347L

Entdo, ele pode ser preparado misturando-se 65,30 mL
da solucdo 0,15 mol L-1 de acido acético, com 34,70 mL
da solugdo 0,15 mol L1 de acetato de sddio. Se necessa-
rio, ajusta-se o pH com base forte ou com &cido forte.
Logicamente o pH deve estar sendo monitorado com um
pHmetro e deve-se considerar desprezivel qualquer pos-
sivel variagdo de volume.

Pergunta: o eventual acerto do pH ira descaracterizar o
tampao? Explique!

Calcular a capacidade de tamponamento.

KHACC [H+] )
([H*]+Kuao)?

_dG,
~ dpH

_ K20 "
=2,303 <[H+] +[H*]+

§
Como o pH do tampao é 4,50 entdo [H*] = 3,16 x 10-5 mol
L-1, Substituindo este valor na equagio acima:

B=2,303x(3,16x1010+ 3,16 x 105 + 3,48 x 10-2)
B =0,0802 =8,02x10-2

Se a forcga idnica estiver envolvida, a resolugdo do proble-
ma é um pouco mais complicada. Esta situacgio fica como
exercicio para o leitor, que pode tomar como base o raci-
ocinio adotado para se resolver o seguinte problema.

Considere entdo uma situacdo um pouco mais complica-
da. Quais massas de NaH;PO4 e de Na;HPO, sdo necessa-
rias para se preparar um litro de tampao fosfato com
pH = 7,45 e forca i6nica 0,100? Dados: pKa.i= 2,12,
pKa2=7,21 e pKa3=12,32 (Tabela 1 da ref [8]), e
Mnanzpos = 119,99 g mol-! e Mnaznpos = 141,98 g mol-L.

Como mencionado anteriormente, as equagdes de disso-
ciagdo do acido fosférico podem ser consideradas como
sendo misturas de acidos (bases) monopréticos fracos de
igual concentragdo [7], pois as razdes entre as suas su-
cessivas constantes de dissociacdo (ex: Kaz/Kai.....) sdo
realmente menores que 0,05.

Pelo que ja foi discutido anteriormente [8], considere

entdo as Equagoes de equilibrio:

H3PO4 = H* + H2POs
H2PO4- = H* + HPO42-
HPO42- = H* + PO43-
H.,0 = H+ + OH-

Ka1=7,52x 103
Kai2=6,23x108
Ka3z=4,79 x 10-13
Kuzo0= 1,00 x 10-14

e as condigdes de equilibrio
Balanceamento de massa (BM):
Chzpos = [H3PO4] + [H2PO4] + [HPO42] + [PO43]
[Na*] = 2Cnaznpos + Cnanzros (balanceamento de mas-
sa em fons sodio)

e Balanceamento de carga (BC):
[H*] = [OH] + [H2PO4] + 2 [HPO42] + 3 [PO43].

Novamente, resolvendo o problema passo a passo:

a) Para fins de comparagdo, inicialmente, os cdlculos se-
rdo efetuados considerando a; ~ [i]. Note que esta aproxi-
magdo supbe que a solugcdo seria “muito diluida”, o que
ndo é verdade. Considere também que Cnaznpos= X molL-! e
que ChNaHzPO4 =y molL-1,

Como, por imposicdo, a forga i6nica é 0,100 mol L1 e,
levando em conta o que ja foi discutido anteriormente
[12], pode-se escrever que:

=23 C;22=0,100

Rigorosamente:
I= %{[Na*](+1)2+[H2Pou(-1)2+[HPoi'](-2)2+[Poi'](-3)2+[0H'](-1)2}

Como o pH do tampao foi estipulado em pH=7,45, pode-
se considerar como essencial apenas o equilibrio entre
as espécies HoPO4 e HPO42, assumindo assim que os
valores de [OH]e [PO43] sdo muito menores que os
demais. Entdo, levando em conta apenas os equilibrios
principais:

H2PO4 = H* + HPO42-
H,0 = H+ + OH-

a equacdo da forca idnica se resume a:

O,1OO=%{[Na‘”](+1)2+[HPOﬁ'](-2)2+[H2PO;](-1)2}

Supondo ainda que as concentragdes analiticas dos sais
Na;HPOs e NaH;PO. possam ser aproximadas para
X=Cnazuros = [HPO42-] e y=Cnanzros = [H2PO47], 0 balancea-
mento de massa em ions sédio pode ser escrito como
[Na*] = 2x +y.

Substituindo estes fatores na equacdo da forca ionica:
1
0,100= 3 {(2x + y)+4x+y}

0,100 =3x+y (a)

Da equacido de Henderson-Hasselbalch:
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C
pH=pK,,+ log — 2%
H2P04

X
7,45=7,21+ log;

X

X
log—-=0,24, tal que —=1,74 (b)
y y

Considerando entdo as equagdes (a) e (b) e as massas
molares das espécies envolvidas, obtém-se as respostas
do problema:

CNazupos = 0,0161 mol L1 .......... My = Mnazhpos = 1,932 g
Cnanzpos = 0,0280 mol L1 .......... My = Mnanzros = 3,975 g

b) A capacidade de tamponamento:

Nesse caso especifico, novamente, a atencdo deve estar
voltada apenas para a segunda equacdo de equilibrio do
acido fosforico (pKaz), porque o problema informa que o
tampao tem pH=7,45 (veja a Figura 4). Assim, conside-
rando-se apenas a segunda equagdo de equilibrio do &ci-
do fosforico (pKaz):

H2PO4 = H+* + HPO42-

Kaz = [H*] [HPO4%]/[ H2PO4] = 6,2 x10-8

dC K
b < H20 H[HM]+

B=apr 2393 | Gy

KiaC[H']
dpH

([H*]+Kya)?
B=2,303x(2,89x107 + 3,46 x 10-8 + 1,01 x 10-2)
=0,0233=2,33x102

Suponha agora que um tampao fosfato deva ser prepara-
do para ser usado como um padrido primario de
pH=6,865. para uso especifico na calibragdo de pHme-
tros [17]. Nao é simples a escolha de padrdes primarios a
serem empregadas em calibracdo [18]. Nestes casos
seus componentes (reagentes) devem ser escolhidos a
partir de normas bastante rigidas [19] e os calculos

Tabela 1. Alguns dados de referéncia para este tampao.

envolvidos sdo também mais complexos [20-22].

Para que uma determinada solugdo tampdo possa ser
considerada uma solucdo tampao primdria, ela deve ser
amplamente reconhecida e aceita pelos Institutos de Me-
trologia Nacionais (diz-se que deve ter “altas qualidades
metrolégicas”) e possuir varios outros atributos, de acor-
do com a defini¢ao de padrao primario para uso em medi-
das de pH [19]. Dentre eles:

1. Alta capacidade de tamponamento, na faixa de
0,016< B< 0,07

2. Pequena dependéncia do pH com a temperatura
(menor que + 0,01 K-1)

3. Baixo potencial residual de jungio liquida (variavel
associada aos eletrodos)

4. Forca idnica <0,1 mol kg -1

5. Pureza reprodutivel (diferencas de lote para lote

de | ApH (PP) | <0,003, onde PP= padrio primario)
6. Certificados NMI para cada lote especifico (NMI
significa “National Metrological Institutes”, ou seja,
“Institutos Metroldgicos Nacionais”)
7. Estabilidade a longo prazo do material sé6lido ar-
mazenado.

De fato, ap6s muitos anos de estudos, o National Institute
of Science and Technology, NIST, antigamente conhecido
como NBS, National Bureau of Standards, demonstrou
experimentalmente que a mistura equimolal 0,025 mol kg
-1 do di-hidrogenofosfato de potassio e do hidrogenofosfa-
to dissddico é a mais apropriada para a composi¢do de
um tampao primario de fosfato de pH=6,865 (ver Tabe-
la1l). Outros tampdes primdrios, com diferentes valores
de pH, também foram estudados e desenvolvidos pelo
NIST e sdo atualmente usados nos laboratérios de analise
e de pesquisa [17, 18]. Eles estdo listados na Tabela 2.
Entdo, para se ter uma nog¢do mais precisa sobre a com-
plexidade dos calculos envolvidos, determine o pH do
tampao padrio de fosfato (Na;HPO4/KH2P04), onde cada
sal possui a mesma concentragio de 0,025 mol kg1, a 25
oC.

Sal C/mol kg1 M/g mol-1 d/g cm-3 C/mol L1 m/g (1L) A pH
NazHPO4 0,025 141,959 1,0038 0,02491 3,533 +0,02
KH2PO4 0,025 136,085 1,0038 0,02491 3,388 +0,02

Para ndo complicar demais os calculos e dificultar o
raciocinio sobre o problema, infelizmente, tem-se que
renunciar ao rigor e admitir algumas aproximacgdes. De
inicio, como no calculo do problema anterior, considera
-se apenas a segunda equacdo de equilibrio do acido
fosforico (pKaz), em que as espécies HP042-/H,PO4 coe-
xistem majoritariamente, de modo que os valores de
[OH-]e [PO43-] podem ser considerados muito menores
que os demais:
H2P04 = H* + HPO42

Kaz = [H*] [HPO4%]/[ H2PO4] = 6,23 x 10-8

Da equacdo de Henderson-Hasselbalch:

_ [H*](Cnan+[HF]-[OH])
HAT (Cya+[OH]-[H*])

Sendo as concentragdes analiticas Cnazupos = Cnahzros =
0,025 mol kg1 e sabendo que o pH estara préximo ao da
neutralidade, pode-se ainda considerar valida outra
aproximacdo, a de que [H*] e [OH-] << 0,025 mol kg
Sob estas condigdes e aplicando os coeficientes de ativi-
dade [12] na equacdo de Henderson-Hasselbalch:
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(0,025+[H*]-[OH]) Yhpo4
pH=pK,,+lo . +1lo
a2 T 108 (0,025+[0OH]-[H*]) ng2P04
Ou seja:
Yhpoa
pH=pK,,+ log———
H2PO4

Calculando a For¢a I6nica do meio:
1
=_ .72
I= > Z C; z{
Rigorosamente,
I=%{[Nef](+1)2+[H2POI;](-1)2+[HPOﬁ'](-2)2+[P03'](-3)2+[OH'](-l)z}
Levando em conta que os valores de [OH-]e [PO43] sdo

relativamente muito menores que os demais:
Como a densidade das solucdes dos componentes fosfato

(EDHE)[12]

VI
1+0,328aV1
para encontrar os valores de yupros € Yuzros, Sabendo que
a=4 tanto para o ion H,P04- como para o ion HPO42- sen-

do “a” um parametro ajustavel, (ver Tabela 2 ref[12]),
tem-se:

-logy; =0,512(z;)>

Para o ion HPO42-:

Vv 1,176x101

108 Yyypos = - 0,512(-2)? = —0,484

1+0,328(4)y/1,176x10T

Yuro4 = 3,281 x10-1

Para o ion H2PO4-:

V1,176x101

108V 12004 =-0,512(-1)? 0,121

1+0,328(4)/1,176x101

Yrzro4 = 7,566 x10-1

1=%([Na+](+1)2+[HPoi*](-Z)Z+[H2P04](-1)2+[K+](+1)2)

sdo iguais, considera-se que a densidade da mistura tam-
bém seja a mesma. Assim, pode-se transformar a concen-
tragdo molal dos componentes na mistura em concentra-
¢do molL-! (veja a Tabela 1):

Levando estes valores em

PH=PK,,+ log 170t

Tomando [Na*] =2Cnazuros € [K*] = Ckuzpos: H2PO4

pH = 7,21+ log (3,281 x101/7,566 x10-1) = 7,21-0,362

0,025 mol kg!
pH= 6,848

-2 -1
10038 kgL ! 2,941 x10“mol L

C(Najupo,)=C(Kn,ro,)=
1 O pH encontrado acima é um pouco menor que aquele
2 certificado para o padrao (pH= 6,865, ver Tabela 2), por
conta das pequenas aproximacdes feitas para facilitar o

calculo.

== [2x(2,941 x 1072)+(2,941x102)x4+2,941x102+2,941x10°2)

1
I=E(5,882x10'z+1,176x10'1+2,941x10'z+2,941x10'2) = 1,176x1071

Usando entdo a equagdo de Debye-Hiickel estendida

Tabela 2. Preparacio das solugcdes tampdo (padroes) primarias (T=25 °C), para calibracdo de pHmetros, segundo a Norma ASTM
E70-19 [17]. pH(S) = pH da solugdo tampao padrdo a T = 25 °C.

pH(S) Tampao

Dissolver 11,41 g de dihidrogenocitrato de potassio anidro (conservado sobre CaCl; seco por pelo menos 24 ho-
3,776 ras) em aproximadamente 800 mL de dgua e completar o volume a 1 L. Homogeneizar a solugdo. (C= 0,05 mol

kg1).

Dissolver 10,12 g de hidrogenoftalato de potassio (seco previamente a 110-130 °C por 2 h) em aproximadamente
4,008 800 mL de dgua e completar o volume a 1 L. Homogeneizar a solugdo. (C= 0,05 mol kg-1). Esta solugdo se conserva
por até 6 semanas. Ao menor sinal de alteragio, descarte-a.

Dissolver 3,388 g de dihidrogenofosfato de potassio (KH2PO4) g e 3,533 g de hidrogenofosfato de sédio
6,865 (NazHPO4), secos previamente a 110-130 °C por 2 horas, em aproximadamente 800 mL de dgua e completar o
volume a 1 L. Homogeneizar a solugdo. (C= 0,025 mol kg1 para cada sal).

Dissolver 1,179 g de dihidrogenofosfato de potassio (KH2POs) g e 4,302 g de hidrogenofosfato de sddio
7,413 (NazHPO.), secos previamente a 110-130 °C por 2 horas, em aproximadamente 800 mL de dgua e completar o
volume a 1 L. Homogeneizar a solugdo. (C(KH2PO4) = 0,008695 mol kg-1; C(NazHPO4) = 0,03043 mol kg-1).

Dissolver 3,80 g de tetraborato de s6dio decahidratado (NazB407.10H20; borax) em aproximadamente 800 mL de

9,180 agua e completar o volume a 1 L. Homogeneizar a solu¢do. (C= 0,01 mol kg-1).

Dissolver 2,092 g de NaHCOs e 2,640 g de Na2C0O3 em aproximadamente 800 mL de dgua e completar o volume a 1

10,012 L. Homogeneizar a solugdo. (C= 0,025 mol kg-1 para cada sal). Esta solugdo é sensivel ao CO..
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No entanto, a diferenca observada foi de ApH=6,865 -
6,848= - 0,017, que ainda est4d dentro da variabilidade
admitida (ApH = £0,02, ver Tabela 1). Se nao fossem con-
siderados os coeficientes de atividade, o pH calculado
seria de pH = pKaz = 7,21, que resultaria em uma varia¢ao
de ApH = - 0,345 em relagdo ao valor do pH do padrio. A
Tabela 2 mostra como devem ser preparados os padrdes
primarios utilizados para a calibragio de pHmetros, de
acordo com a Norma ASTM E70-19 [17].

Usando a teoria na pratica

Como preparar um tampdo acido-base na pratica? De
inicio, é imprescindivel o uso de reagentes de boa quali-
dade e de 4dgua destilada aquecida previamente a ebuli-
¢do, para eliminar o CO: dissolvido. A utilizacdo de agua
fervida é desnecessaria no preparo de tampdes de pH
menores que 5, mas deve ser usada agua desionizada,
com condutividade elétrica de, no maximo, 2 uS cm-! a
25 °oC. As solugdes devem ser estocadas preferencialmen-
te em frascos de polietileno.

O uso de solugdes muito concentradas introduz erros no
preparo de solugdes tampao devido a variagdes indeseja-
das no(s) pK(s) do acido (ou da base) provocadas por
variacdes na forca idnica do meio. Por outro lado, o em-
prego de solucdes muito diluidas afetara o pH do tampao
(ver Figura 3). Solugdes tampao de pH alcalino (ex.: pre-
parados com aminas, bdrax e alguns fosfatos) devem ser
estocadas de modo a evitar exposi¢cdes desnecessarias ao
ar, evitando a absor¢do de CO2. Os tampodes padroes pri-
marios (ex.: ftalato, fosfato e borato), usados para cali-
bragdo, sdo preparados por dissolucdo direta em agua e
posterior diluicdo a um volume especificado (ver Tabela
2). Em trabalhos de rotina, recomenda-se ainda verificar
periodicamente o pH dos tampdes, recém-preparados ou
ndo, com um pHmetro calibrado, para se evitar possiveis
erros operacionais. As solugdes de acidos ou bases usa-
das no preparo de tampdes devem ser padronizadas. De
um modo geral, os tampodes podem ser estocados por até
trés meses em um refrigerador, mas, se nao houver reco-
mendacdo em contrario, aconselha-se prepara-los men-
salmente.

Muitas substincias inorganicas (ex.: fosfato, borato, bi-
carbonato, etc) e acidos organicos fracos sempre foram
usadas na prepara¢do de tampdes. Muitas delas, no en-
tanto, tém a desvantagem de ndo serem inertes e podem
introduzir efeitos duradouros nos sistemas quimicos e
bioquimicos sob investigagdo, como por exemplo, inibin-
do enzimas e interagindo com substratos enzimaticos.
Assim, além dos cuidados operacionais mencionados
acima, é muito importante verificar a compatibilidade
quimica entre os componentes do tampao em estudos
biolégicos e bioquimicos. Por isso os chamados tampdes
biol6gicos, usados em varias situa¢des como para estabi-
lizar acidos nucleicos, complexos acido nucleico- protei-
na, proteinas, rea¢des bioquimicas, etc., devem ser esco-
lhidos e preparados mais cuidadosamente. Suas prepara-
¢des seguem a mesma rotina basica empregada nos de-
mais casos mas, tendo em vista as suas caracteristicas

adicionais, outros detalhes devem ser observados:

1. Solubilidade: o tampao deve ser livremente sold-
vel em agua e pouco soluvel em outros solventes.

2. Permeabilidade: o tampao ndo deve ser capaz de
permear membranas biolédgicas

3. Forca idnica: idealmente, o tampao ndo deve alte-

rar a forc¢a idnica do sistema. A forga idnica fisiolo-
gica esta entre 100 - 200 mmolL-! de KCI ou de
NaCL

4. Dependéncia do valor de pKa: o valor de pKa de
um tampao deve ser influenciado o menos possi-
vel pela concentracdo de tampado, temperatura e
composicido de ions do meio.

5. Formacao de compostos complexos: “protons” sdo
liberados quando um tampdo forma complexos
com ions metalicos, o que faz com que o valor do
pH diminua. A formacdo de precipitados insolu-
veis representa um problema ainda maior.

6. Substancias inertes: o tampao deve ser inerte, isto
é, ndo deve estar sujeito a alteracGes enzimaticas
ou ndo enzimaticas e nio deve reagir com meta-
bélitos.

7. Absorg¢do de UV: os tampdes ndo devem absorver
luz em comprimentos de onda superiores a 230
nm, uma vez que muitas investigacdes espectrofo-
tométricas sdo realizadas nessa faixa (ex.: na de-
terminacdo das concentracdes de DNA, RNA e
proteinas).

8. Pureza e método simples de fabricacdo: os tam-
poes devem ser faceis de preparar. A pureza é
extremamente importante, pois as contaminagdes
podem interferir facilmente com sistemas bioldgi-
cos sensiveis.

9. Custos: ao purificar proteinas, muitas vezes sdo
necessarias o uso de grandes quantidades de tam-
pdo nos processos de centrifugacdo, etapas de
cromatografia ou dialise. Os custos de materiais,
portanto, afetam o planejamento de um experi-
mento.

Atualmente os laboratdrios de analise e de pesquisa de-
vem possuir certificacdo, de acordo com as normas exis-
tentes em cada pais, e uma condicdo essencial para a
obtencdo a certificacdo é o uso de reagentes certificados
e procedimentos padrdes normatizados. Isto se aplica
também aos tampoes. Eles devem ser escolhidos e pre-
parados cuidadosamente de acordo com as recomenda-
¢Oes especificas para cada caso. Deve-se conhecer bem a
literatura cientifica e os procedimentos encontrados em
“handbooks” de quimica e fisica e em literatura técnica,
antes de estabelecer os parametros a serem observados
nos seus estudos experimentais [14,18,20-24]. Somente
entdo deve-se buscar os tampdes mais apropriados nos
sites das diversas empresas se ocupam em fornecer rea-
gentes certificados aos laboratérios [25,26]. Por estas
razoes o analista ou pesquisador de conhecer a teoria e a
pratica sobre o assunto, uma vez que somente isso ga-
rante que suas decisdes sejam bem fundamentadas.

Em trabalhos de rotina, o que geralmente se faz é trans-
ferir a quantidade de matéria ou de substancia [15,16]
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do sal, suficiente para se obter a concentracdo analitica
(C) desejada ap6s a sua diluicdo a um litro. Essa massa de
sal é dissolvida em cerca de 700-800 mL de agua e, em
seguida, com a ajuda de um pHmetro calibrado, monitora
-se o pH da solug¢do enquanto se adicionam quantidades
apropriadas do acido forte (HCI) ou de base forte (NaOH)
até que o pH almejado seja atingido. Note que a adigao do
acido forte ou de base forte gera, “in situ”, a espécie qui-
mica que formara o par acido-base necessario para ca-
racterizar o tampdo. Transferir a solucdo resultante,
quantitativamente, para um baldo volumétrico de 1 litro
e proceder a diluicdo até a marca. Ap6s a homogeneiza-
¢do, a solugdo estara pronta para uso. Entdo, responden-
do a uma questdo feita anteriormente nesse texto, notar
que, em qualquer caso, a diluicdo ndo afetard o pH, por-
que a relagdo Cnaa /Cua permanecera inalterada.
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