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TAYLOR DISPERSION TECHNIQUE FOR INVESTIGATION OF DIFFUSION IN LIQUIDS AND
ITS APPLICATIONS. This paper describes the theoretical basis and the experimental require-
ments for the application of the Taylor dispersion technique for measurements of diffusion coef-
ficients in liquids, emphasizing its simplicity and accuracy in comparison to other usual tech-
niques. Some examples are discussed describing the use of this methodology on studies of solute-
solvent interactions, solute aggregation, solute partitioning into macromolecular systems and on

the assessment of nanoparticles sizes.
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INTRODUCAO

A difusdo molecular em liquidos estd presente em processos
fisicos e quimicos que envolvem transferéncia de massa como:
reagdes quimicas, processos biolégicos, como o transporte de
nutrientes e metabdlitos nos seres vivos, separagdo de compos-
tos por técnicas cromatogrificas, entre outros.

Em um liquido puro, o movimento de moléculas é aleatério
em consequéncia de sua energia térmica. Este movimento, cha-
mado Browniano, foi descrito por Einstein, para um sistema
unidimensional, através da relagzio’

<z’ = 2Dt ¢

onde <z%> representa o deslocamento quadrdtico médio da
molécula, D, o coeficiente de difusdo desta molécula, e t, o
intervalo de tempo associado. Este coeficiente é chamado de
coeficiente de autodifusio.

No caso de uma mistura bindria que apresente um gradiente
de concentracdo, o fluxo de massa de um componente i na
diregdo z, Ji,, ¢ descrito pelas equagdes'?

ac,
Jia = —Di(a—z')i )

() - o(22)
ot '\ 9z )
conhecidas como leis de Fick para difusio, onde i representa o

vetor unitdrio e D;, é chamado de coeficiente de interdifusdo,
ou de difusio miitua.

Uma andlise mais rigorosa deve também considerar o efeito
do fluxo de um componente da mistura na difusio do outro.
Este efeito, chamado acoplamento de tluxos, pode ser analisa-
do utilizando-se a teoria de Onsager'’. Para o caso de uma
mistura bindria, consideram-se quatro coeficientes: D, Dy,
D3y, Da; onde Dj; descreve a difusdo de i devido a seu gradi-
ente de concentragdo, e os termos cruzados, Dj; e Dy, 0 aco-
plamento dos fluxos de 1 e 2*°, Efeitos semelhantes também
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sdo observados no acoplamento de tluxos de natureza distinta
como, por exemplo, fluxos de massa e calor®.

No caso de solugdes diluidas, esta situagio pode ser redu-
zida aos valores limites dos coeficientes de difusio individu-
ais, D, e D,, chamados, nestas circunstincias, de coeficientes
de difusdo de tragador'’.

Um caso intermedidrio é o da difusdo de um soluto marcado,
geralmente com is6topos radioativos, em uma solugio homogé-
nea deste soluto niio marcado. O coeficiente de difusio obtido
nestas condig¢des é chamado de coeficiente de intradifusio’.

E aparente desta discussiio que os coeficientes de ditusio
apresentam uma forte dependéncia com a concentragio do
soluto (ver, por exemplo, um estudo em solugdes aquosas de
cafeina’). Assim, a maior parte dos estudos procura utilizar
situagdes em que se possa considerar dilui¢io infinita.

Virias técnicas vém sendo empregadas na determinagfo dos
coeficientes de difusdo em liquidos. Entre as mais utilizadas,
citamos: a técnica interferométrica de Gouy®, a de cela de di-
afragma’, a espectroscopia de RMN com eco de spin'’ e o
método de dispersio de Taylor. Esta dltima, que é o objeto
deste artigo, tem sido bastante utilizada devido 2 relativa sim-
plicidade dos equipamentos empregados.

A seguir, serd descrito o0 método de Taylor (também chama-
do de método de Taylor-Aris, técnica cromatogrifica ou de
dispersdo), seus aspectos teéricos e serd apresentada uma des-
cri¢do geral do equipamento utilizado, bem como de suas apli-
caglOes recentes a estudos de sistemas quimicos e bioldgicos.

0 METODO DE TAYLOR

Esta técnica foi desenvolvida a partir dos estudos realiza-
dos por Taylor sobre a dispersiio de solutos em um fluido em
escoamento no interior de um tubo longo'!, ¢ complementados
por Aris'% Estes estudos levaram a poucas aplicagbes, até
que Wakeham e colaboradores'® demonstraram, a partir da
andlise das equagdes que descrevem esta dispersio, que esta
técnica pode fornecer resultados com precisio semelhante aos
métodos tradicionais de estudo da difusfio. Desde entiio, seu
uso vem-se popularizando ao ponto de ser a técnica mais
empregada, no momento, para determinag¢des de coeficientes
de difusdo em liquidos.

De acordo com esta técnica, uma pequena quantidade de
soluto € injetada em um fluido escoando em fluxo laminar por
um tubo longo e estreito. Apés a injegiio, o soluto é disperso
por agdo de uma combinagdo de processos devidos & difusio
molecular, causada pelo gradiente de concentragdo, e ao perfil
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parabélico de velocidades do eluente (Fig 1). Estes processos
atuam em oposigio: o fluxo laminar distorce o pulso inicial de
soluto, tendendo a dispersd-lo; se a difusiio molecular é rdpida
o suficiente, as moléculas do soluto movimentam-se do interi-
or do tubo para a regidio préxima as paredes, e vice-versa, em
um movimento radial que diminui o efeito da dispersio axial.
Como consequéncia, embora pareca paradoxal, solutos com
maiores coetficientes de difusdo apresentam menor dispersdo.

INJECRO DA AMOSTRA
{BANDA DO SOLUTO)

DISPERSAO DO SOLUTO

ESCOAMENTC DISTORCAD DA
LAMINAR ° BANDA DO SOLUTO

LN N

Figura 1. Esquema da dispersdo de um soluto ao longo do tubo em
um experimento de Taylor. Abaixo sdo mostrados os perfis de concen-
tracdo obtidos em cada estdgio do experimento.

Ap6s um determinado intervalo de tempo, o perfil axial de
concentragio no interior do tubo assume uma forma quase
gaussiana, sendo acompanhado em um detector. O coeficiente
de difusdo pode ser obtido a partir dos pardmetros desta curva,
utilizando a equacio (4)

_0,231r%,
(W)’ @

onde r € o raio interno do tubo onde ocorre a dispersdo, tg €
o tempo de retengiio do soluto (tempo decorrido entre a inje-
¢do e o mdximo na curva de dispersdo) e W, a largura da
curva de dispersdo determinada 2 meia-altura (expressa em
segundos), ou, utilizando os parimetros de uma gaussiana,

descritos na equacgédo (5)

r’tp
240*

&)

onde 6 ¢ a varidncia da curva (expressa em unidades de tempo).

De maneira mais estrita, a dispersdo do soluto no interior
do tubo ¢é descrita pela equagio’? (6)

—12D(1 -tz )}
—

C(t)a(tg /1) exp -
;

(6)

Conforme mostrado na equagiio 6, as curvas de dispersio
do soluto niio sdo necessariamente simétricas, e o aparecimen-
to de uma assimetria (“cauda”) € esperado para substincias
com coeficientes de difusio menores que 4 x 107" m? s”!, como
ilustrado na figura 2.

E¢ YPAMENTO E METODOLOGIA UTILIZADOS

O equipamento normalmente’ utilizado para estas medidas
estd esquematicamente representado na figura 3. O eluente é
alimentado por uma bomba que opera em fluxo continuo (ndo
pulsada), ou por uma bomba peristiltica, desde que operando a
baixa velocidade (tipicamente, valores menores que 10 mL nh.
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Figura 2. Varia¢do das curvas de dispersio do soluto em fungdo do
seu coeficiente de difusdo, expresso em m? 5! (ver texto).
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Figura 3. Representa¢do de um equipamento utilizado na técnica de
Taylor. (1) reservatirio com o eluente, (2) bomba peristdiltica, (3)
injetor HPLC, (4) tubo em que ocorre a dispersdo, (5) detector UV/
Vis, (6) microcomputador para aquisi¢do e andlise das curvas de
dispersdo, (7) banho termostdtico. A linha pontilhada indica as uni-
dades termostatizadas.

De maneira ainda mais simples, o eluente pode ser impulsiona-
do por gravidade', devido 2 diferenca de altura entre o reser-
vatério e o sistema de difusdo, uma vez que o equipamento
requer diferengas de pressdo minimas. Neste tltimo caso, o
tinico cuidado a ser tomado € o de que, durante o experimento,
o nivel do reservatério ndo varie significativamente, o que al-
teraria a velocidade de bombeamento durante a medida.

O raio interno do tubo da dispersdo pode ser calibrado a
partir de medidas tradicionais (por pesagem de um pedago do
tubo cheio com algum liquido de densidade conhecida como
dgua ou merciirio, por exemplo), ou através da determinagdo
dos coeficientes de difusdo de substincias padrio como cafei-
na'’, benzeno'®, uréia'?, ferricianeto de potdssio™ etc. Os tu-
bos mais utilizados sdo os de ago inoxiddvel e Teflon. No caso
de tubos de Teflon, ainda que este seja considerado um
polimero bastante inerte, foi observada a ocorréncia de adsor-
¢do de alguns fenéis substituidos sobre a parede do tubo du-
rante as medidas de difusdo'”. Naquele caso, esta adsorgdo foi
evidenciada pelo aparecimento de maior uma assimetria nas
curvas de dispersido e por um aumento sistemdtico dos tempos
de retengfio. A andlise destes desvios mostrou que esta adsor-
¢do tinha cardter hidrofébico'®?, motivo pelo qual materiais
como polietileno e outros polimeros apolares deveriam ser
evitados em estudos envolvendo solutos também apolares. Esses
experimentos foram repetidos utilizando-se um tubo de ago ino-
xidavel?!'?2, e observou-se uma sensivel redugio dos efeitos da
adsor¢do. Um procedimento que pode ser adotado para diminuir
a adsor¢do € o de utilizar uma solugdo mais diluida como
eluente, no lugar do solvente puro®?. Este procedimento também
¢ interessante quando se deseja minimizar os efeitos do gradien-
te de concentragdo do soluto na banda de dispersio.

Outro cuidado que deve ser tomado € o de evitar quaisquer
estreitamentos, dobras- ou outras perturbagdes ao fluxo do
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eluente que possam afetar o processo de dispersdo, desde o
momento da injegdo até a detecgdo. Os detectores mais utiliza-
dos sdio os de indice de refragdo ou de absorgfio no UV/Visi-
vel, dependendo dos compostos a serem estudados. E também
importante que todo o equipamento, desde o injetor até o
detector, esteja termostatizado para evitar o efeito de variagdes
de temperatura sobre a dispers3o.

Devido a suas caracteristicas, este equipamento pode ser fa-
cilmente adaptado a partir de um cromatégrafo de HLPC, em
que a coluna cromatogrifica é substituida pelo tubo em que
ocorre a dlspersao21

A partir da andlise feita por Wakeham e colaboradores'?
foram estabelecidos certos critérios para construgéo deste equn-
pamento de modo a respeitar os limites teéricos de aplicagdo
da técnica. Resumidamente, os requisitos das equagbes 7 a 11
devem ser respeitados :

ur

—)700

D) )

D

ZEN0 ®)

.
2urp

Re = —5(2000 )

n

o= (10)
r

De?Sc<20 (1

onde u € a velocidade linear média do eluente; Re € o nimero
de Reynolds para o escoamento; p € 1, respectivamente, a den-
sidade e viscosidade da solugao R é o raio de enrolamemo do
tubo de dispersdo; De, nimero de Dean (De = Re @ "% ¢, Sc,
nimero de Schmidt (Sc = n/ (p D)).

De maneira geral um equipamento operando a uma vazio
menor que 10 mL h*!, com um tubo de, pelo menos, 10 m de
comprimento, d1ametro interno em torno de 0,5 mm e enrolado
com um didmetro maior que 50 cm encontra-se dentro das
condigdes necessdrias para aplicagdo deste método. Este méto-
do usualmente permite a determinagio de coeficientes de difu-
sdo com exatiddo e reprodutibilidades melhores que 2-3% 2273,

No caso de substincias com coeficiente de difusio grande,
cujas curvas de dispersdo sido simétricas, o coeficiente de difu-
sdo pode ser obtido diretamente do registro grifico da curva de
dispersdo. No caso de substincias com coeficientes de difuséo
menores, a assimetria da curva leva a desvios quando da apli-
cacio das equagbes (4) e (5). Nestes casos, o coeficiente de
difusdo pode ser 0bt1d0 a partir do ajuste da curva de dispersdo
da equagio (12)*.

—12D(t -1, )}
V(t) = A + Bt + (1,/1)"2V,,, exp_(zt—") 12)
r
onde V ¢ a resposta do detector € A e B sdo parimetros ajus-
tdveis para desvios da linha-base; ou por métodos mais com-
plexos como o proposto por Harriszs, a partir da andlise dos
momentos estatisticos usando a série de Edgeworth-Cramer.

Utilizando-se de sua semelhan¢a com métodos cromatogra-
ficos, van de Ven-Leucassen e colaboradores®® propuseram a
total automagdo da técnica de Taylor, permitindo sua utiliza-
¢do continua e sem a participacdo direta de um operador. Ou-
tra modifica¢fo foi proposta a fim de diminuir o tempo neces-
sdrio })ara obten¢do das curvas de dispersdo: Bello e colabora-
dores?” relataram a obtengio de coeficientes de difusdo para
solutos de interesse bioldgico e protefnas em alguns poucos
minutos, em contraste com os periodos usuais préximos a uma
hora. Entretanto, alguns cuidados devem ser obervados quanto
a tempos de retencdo curtos a partir de relatos de variacdo dos
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coeficientes de difusdo calculados em funcao do tempo de re-
tencdo quando se utilizam altos fluxos®®

INFORMACOES OBTIDAS A PARTIR DOS
COEFICIENTES DE DIFUSAO E APLICACOES

O coeficiente de difusdo é um pardmetro macroscépico que
reflete os diversos processos moleculares (colisdes, associagdes
e interagdes soluto-soluto, soluto-solvente, por exemplo) que
ocorrem em um liquido. Para a sua interpretagdo e andlise,
existem duas teorias mais comumente utilizadas. A primeira é
derivada da andlise de colisdes moleculares em gases proposta
por Chapman e Enskog (chamadas genericamente de teorias
cinéticas)"%. Esta teoria aproxima as moléculas por esferas ri-
gidas, assummdo que as mesmas interajam apenas por colisoes -
instantdneas e que o fluido seja completamente isotrépico.

De modo geral, o coeficiente de dltusao em liquidos pode
ser calculado a partir da equagdo (13)"!

"2
3 kT

8noug,, 27rm,.j

(13)

ij

onde k € a constante de Boltzman, T, a temperatura absoluta,
n é a densidade em nimero de moléculas do fluido,
oij = [{(0; + 0))/2], m;; = [(m;m)/(m;j+m;)], sendo G e m, respec-
tivamente, o didimetro e a massa da esfera que representa a mo-
lécula, e g, a fungdo de correlagdo para o movimento das esfe-
ras i € j. Diversas modificagOes foram sugeridas para explicar
desvios experimentais observados para este tratamento, princi-
palmente a inclusdo de termos para corregio da hipdtese de
esferas rigidas, levando & consideragiio de esferas rugosas ou
viscosas (“sticky”)!"'¢?%, Além dos diversos parimetros que pre-
cisam ser estimados para a aplicagdo destas teorias, mesmo as
modificagdes sugeridas ndo sdo suficientes para modelar a difu-
sdo em liquidos que apresentem associa¢io molecular®

O segundo conjunto de teorias € baseado na anilise hidro-
dinimica do fendmeno de difusio'. Segundo este tratamento,
o coeficiente de difusdo de uma particula em um liquido de-
pende basicamente de dois fatores : o tamanho da entidade que
difunde e a resisténcia que o liquido oferece a difusdo (gene-
ricamente, sua viscosidade).

Para o caso do escoamento de uma particula esférica em um
liquido, estes fatores sdo considerados na relagdo de Stokes-
Einstein, descritos na equagao (14)

kT
Crnr

D=

(14)

onde C € uma constante relacionada a fric¢do da particula com
o liquido, que pode assumir valores variando de 4 (quando o
atrito € nulo) a 6 (condi¢dio de atrito mdximo), e r, o raio da
particula difusora.

Entretanto, a relaciio de Stokes-Einstein pressupde que o
solvente possa ser considerado como um continuo em rela-
¢do a particula ditusora. No caso da difusio de moléculas,
isto ndo é vdlido, uma vez que soluto e solvente tém tama-
nhos préximos, e a nio observincia da equacio (11) ji foi
demonstrada®. Por outro lado, tal procedimento pode ser apli-
cado a sistemas macromoleculares como proteinas, micelas
etc’!, em que a diferenga de tamanho é significativamente
maior. Mesmo com estas limita¢des j4 demonstradas, a re-
lacdo de Stokes-Einstein vem sendo bastante utilizada para
analisar a difusdo de moléculas*®**, principalmente quan-
do se pretende obter uma estimativa aproximada de tama-
nhos moleculares e coeficientes de difusdo. Vdrias outras
equagdes empiricas, derivados da andlise de Stokes-Einstein,
tém sido também utilizadas'>**
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Além da importincia do conhecimento dos coeficientes de
difusdo para a descri¢do de qualquer processo que envolva flu-
xo de massa, estes parimetros fornecem informag¢des impor-
tantes sobre vdrios processos que ocorrem em solugdo. A se-
guir, relatamos alguns estudos recentes e mais representativos
de aplicagdes da determinacido de coeficientes de difusdo ao
estudo de diferentes processos em solugio.

Chan e Chan apresentaram uma série de trabalhos
objetivando verificar o efeito da forma de solutos e de sua
interagiio com solventes sobre sua difusdo. Dois de seus pri-
meiros estudos® verificaram que moléculas esféricas difundi-
am mais rapidamente que moléculas de mesmo tamanho, ditas
“pseudo-planares”, sendo esta diferenga atribuida ao acopla-
mento de difusio translacional e rotacional que as dltimas apre-
sentam. Em outro estudo mais recente®®, esses autores demos-
tram que a formacio de pontes de hidrogénio soluto-solvente
leva a uma diminuigiio nos coeficientes de difusdo dos solutos.
Observagdes similares ji haviam sido relatadas por Erkey e
colaboradores®’ quando estes investigaram a difusdo de dlcoois
em dlcoois e alcanos. Mais recentemente, Tominaga e colabo-
radores® determinaram coeficientes de difusio para diversos
solutos derivados de cicloexano e ciclopentano, em diferentes
solventes, confirmando que a difusio de solutos polares em
solvente polares é mais lenta do que a de solutos apolares no
mesmo solvente. Por exemplo, em etanol, o coeficiente de di-
fusio de cicloexanol é 43% menor do que o de cicloexano.
Estes relatos demonstram a importincia destes estudos na in-
vestigaciio de interagdes soluto-solvente.

Existem também relatos da auto-associa¢io de alguns
solutos determinada através da anz’llise de coeficientes de difu-
sio em solugdes aquosas de cafeina’, de surtatantes , com de-
terminagfo de sua concentragdo mlcelar critica® Outro estudo
nesta drea*! utilizou medidas de coeficientes de difusdo para
investigar a ocorréncia de associagdo em misturas de clorofér-
mio com trietilamina e dioxano. A técnica de Taylor também
foi utilizada para analisar a formago de agregados anteriores
a separagiio de fase no sistema dgua/2-butoxietanol*?

Uma das aplicagdes mais comuns de estudos de difusdo
envolve a quantificaciio da partigio ou interagio de solutos
com compostos macromoleculares como micelas*3-%, liposso-
mas*’, ciclodextrinas>22, Quando um soluto difunde e, simulta-
neamente, interage com um destes sistemas, assumindo que a
interagdo seja reversivel, e mais rdpida que a dipsersio mole-
cular, o coeficiente de ditfusdo observado, D ggs, € uma com-
posi¢do do coeficiente de difusdio do soluto livre , Dy, e incor-
porado, D;, conforme a equagdo (15)

Dyps= Dy + (1 - /D (15)

onde f ¢ a fracdo de soluto incorporado no sistema macromolecu-
lar. Um exemplo deste comportamento € mostrado na figura 4,
para a difusiio de p-hidroxibenzoatos de metila e etila em solu-
¢bes aquosas de B-ciclodextrina®?, em que a diminuigio do coe-
ficiente de difusiio é uma evidéncia da incorporagio destes solutos.
Como o sistema macromolecular € muito maior que o soluto,
assume-se que a incorporagfio do soluto ndo modifica o coefici-
ente de difusdo e D; pode ser obtido pela determinagédo do co-
eficiente de difusiio do sistema macromolecular. No caso deste
ndo possuir grupo croméforo, pode-se utilizar um soluto que
esteja totalmente incorporado (no caso de solugfio aquosa, um
composto apolar insoliivel), como indicador. Neste caso, a téc-
nica de Taylor consiste de um método nio perturbativo, sem
utilizagiio de sondas, e que nio depende de variagOes espectrais
(UV, visivel, emissdo) para a determinagio da parti¢io de
solutos. No exemplo descrito na figura 422, as técnicas espec-
troscépicas niio apresentaram nenhuma indicagdo de incorpora-
¢do, o que foi, entretanto, detectado por estudos de difusio.
Utilizando-se da relagiio de Stokes-Einstein (equagdo 14),
pode-se determinar o tamanho de sistemas macromoleculares
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Figura 4. Diminui¢do do coeficiente de difusdo de p-hidroxibenzoatos
de metila (a), etila (o) e propila (a) devido a sua incorporagdo em f-
ciclodextring (ref. 22).

como micelas?!3!, de fulerenos como o Cg** e, conforme ve-

rificado recentemente, de nanoparticulas metilicas estabiliza-
das por surfatantes*’ e de copolimeros da famflia EO-PO-EO
em solugiio aquosa *®. Esta técnica pode ser aplicada a deter-
minagdo de tamanho em outras particulas e macromoléculas,
oferecendo uma alternativa a métodos como os de espalha-
mento de luz, mas deve-se considerar que existe uma limita-
cio ‘Pratlca de que particulas maijores (por exemplo, liposso-
mas®’), com coeficientes de difusdo muito baixos levariam a
uma curva de dispersdo excessivamente alargada, aumentan-
do o erro da determinacio.

Semelhantemente, Walters e colaboradores propuseram™ a
utilizaglio dos coeficientes de difusiio de proteinas globulares
para determinacfio de suas massas moleculares, a partir da veri-
ficagdo da existéncia de uma relagfio linear entre log D e log M.

Outras aplicagdes da técnica de Taylor a sistemas menos
comuns envolvem o estudo da difusfio em solventes no estado
supercritico™ e a determinagio dos coeficientes e energia de
ativagio de difusdo de gases, oxigénio?, di6xido de carbono e
aménia™, em dgua ou metanol.
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