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ACID BASE CHARACTERIZATION OF THE SURFACE OF MIXED SPECIES OF ALGAE
Spirulin BY POTENTIOMETRIC TITRATION AND DISCRETE SITE DISTRIBUTION MODEL.
Acid base properties of mixed species of the microalgae Spirulina were studied by potentiometric
titration in medium of 0.01 and 0.10 mols L' NaNOj at 25.040.10 C using modified Gran functions
or nonlinear regression techniques for data fitting. The discrete site distribution model was used,
permitting the characterization of five classes of ionizable sites in both ionic media. This fact
suggests that the chemical heterogeneity of the ionizable sites on the cell surface plays a major
role on the acid-base properties of the suspension in comparison to electrostatic effects due to
charge-charge interactions. The total of ionizable sites were 1.7510.10 and 1.8610.2, mmolsg™’
ionic media of 0.01 and 0.10 mols L' NaNO;, respectively. A major contribution of carboxylic
groups was observed with an average 34 and 22% of ionizable sites being titrated with conditional
p’Ka of 4.0 and 5.4, respectively. The remaining 44% of ionizable sites were divided in three
classes with averaged conditional p°Ka of 6.9, 8.7 and 10.12, which may be assigned respectively
to imidazolic, aminic, and phenolic functionalities.

Keywords: algae surface; ionizable groups; potentiometric titrations; discrete site model.

INTRODUCAO

O actiimulo de metais pesados por biomassa oriunda de bac-
térias, fungos e algas em ambientes aquiticos tem sido
atribuido a processos de complexagdo e/ou adsorcdo entre
citions metdlicos e os sitios ionizdveis presentes na superfi-
cie destes biomateriais. O conhecimento da estequiometria e
propriedades édcido-base dos grupos ionizdveis presentes na
parte externa da parede celular dos biosorventes é essencial
para que se possa predizer as suas propriedades de ligagio de
protons e metais e, consequentemente, a viabilidade de seu
emprego em sistemas de purificagdo de dguas, tratamento de
efluentes e recuperagio de ambientes degradados. Entre a
diversidade da biomassa existente, as algas tém sido a fonte
mais promissora quanto a capacidade de biosor¢iio de metais
pesados como cobre, cddmio, chumbo, niquel e zinco. O de-
sempenho destes organismos como adsorventes depende de
sua concentragdo (populagao) pH do meio, cinética de rea-
¢do, entre outros fatores!. A identificagdo e quantificagio dos
sitios ligantes destes biomateriais pode ainda contribuir para
o desenvolvimento de novos adsorventes sintéticos.

A determinacdo e caracterizag@o dcido-base dos sitios ioni-
ziveis presentes em superficies de algas, via titulagdo potenci-
ométrica, é complicada pela presenca de sitios de diferentes
naturezas (SO;H, COOH, -NH;, ¢-OH), que conferem a cha-
mada heterogeneidade quimica & superficie. A presenga de
cargas nestes grupos leva ao aparecimento de campo elétrico
na superficie e, consequentemente, a efeitos eletrostiticos que
afetam as suas propriedades dcido-base. No sentido de quanti-
ficar a estequiometria e as constantes de ionizagdo condicio-
nais dos grupos ionizdveis em misturas de dcidos ou materiais
complexos como proteinas ou substincias himicas, os dados
das titulagdes potenciométricas devem ser tratados por meto-
dos numéricos baseados em regressdo linear>® ou nio linear”
uma vez que a aplicagdo de métodos tradicionais de primeira e
segunda derivadas ndo levam a resultados confidveis, dada a
auséncia de pontos de inflexdo nas curvas de titulagdo. A fim
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de se avaliar a viabilidade destes métodos numéricos na caracte-
rizagio dcido-base da superficie de algas, a microalga Spirulina
foi utilizada como modelo para prover tais informagctes.

As Spirulinas sio classificadas como seres procariotos,
iméveis e ndo esporulados™!’. Sua natureza procanota, seus
pigmentos do tipo f1cob1hprotexco e produgdo de oxigénio via
fotossintética as diferencia das algas eucariotas e bactérias
fotossintéticas. As Spirulinas vivem em meios liquidos ricos
em sais minerais compostos principalmente por bicarbonato e
carbonato de sédio, com pH 8 a 11. As regides propicias para
cultivo sdo as tropicais e subtropicais, quentes e ensolaradas.
Sdo utilizadas como fonte de alimento na dieta humana e
ragdio animal, possuindo elevados teores protéicos e contendo
todos os aminodcidos essenciais em proporgdes que satisfa-
zem as recomendagdes da FAO (Food and Agriculture Orga-
nization). As Spirulinas sdo capazes de acumular germanio,
que é importante devido 2 sua atividade hemolitica e indutora
de interferon. Além disso possuem efeito hipocolesterolémico,
ou seja, seu consumo pode abaixar os niveis de colesterol no
sangue, conforme foi descrito em literatura®!", Outro aspecto
interessante ligado a Spirulina € o seu meio de cultura; que
pode ser composto por efluentes rurais e urbanos ricos em
nitrogénio e fésforo. Desta forma, a partir do cultivo recupe-
ra-se quase que a totalidade desses elementos, evitando a
proliferacéio de algas mdesejavels e produzindo biomassa para
consumo humano ¢ animal®

No presente trabalho, suspens()es de espécies mistas de
Spirulina foram estudadas por titulagio potenciométrica em
meio idnico predominante de NaNO; 0,01 e 0,10 mols L, 3
temperatura de 25,0 * 0,1°C. Os dados foram tratados por
métodos numencos baseados em regressdo linear (fungdes de
Gran modificadas)*® e regressio ndo linear™®, adotando-se o
modelo de distribuigdo de sitios discretos, ou seja, assumindo-
se que o principal fator que governa a curva de titulagio é a
heterogeneidade quimica da superficie. Os efeitos de possiveis
interagDes eletrostdticas foram avaliados comparando-se os re-
sultados obtidos em diferentes condigdes de forga idnica.
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PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e Instrumentos

As medidas potenciométricas foram realizadas com um
pH-metro Metrohm 654 com precisdo de 0,1 mV, ou 0,001
unidades de pH, utilizando um eletrodo combinado de vidro
Mettler Toledo HA 405-60-8b-S 7/20. O sistema de referén-
cia do eletrodo é Ag/AgCl, preenchido com solugdo saturada
de KCI/AgCl. As adigdes de titulante foram realizadas atra-
vés de uma microbureta Gilmont GS 4200 A com capacida-
de de 2,5 mL e precisdo de 0,1 pL. A termostatizacdo das
solugdes foi feita circulando-se dgua a 25,0 + 0,1°C pela
jaqueta externa da cela de titulagdo, utilizando-se banho
termostatico Etica 521 D.

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico Merck
€ a mistura de espécies da alga Spirulina, lavada e liofilizada,
foi adquirida junto 2 Sigma, lote N°. 29F40201.

Solugdes de NaOH e HCI foram preparadas em concentra-
coes proxnmas a 0,10 mols L' contendo NaNO3 0,010 ou 0,10
mols L', No sentido de minimizar a contaminagio com car-
bonatos, a solugdo NaOH/NaNO; foi preparada por diluigdo
de volume apropriado de solugdo estoque de NaOH 50% (m/
v), previamente filtrada sob pressdo reduzida. Estas solugdes
foram preparadas em baldo volumétrico ao qual era adiciona-
da uma massa de NaNO; de modo a produzir a solugdo de
concentragio 0,010 ou 0,10 mols L™ no referido sal. A dilui-
¢do foi feita utilizando-se dgua desionizada previamente fer-
vida. Apés o preparo, a solugdo era rapidamente acondiciona-
da em frasco de polietileno de paredes grossas contendo sis-
tema de sifonamento para retirada de solugdo e tubo preen-
chido com cal sodada para permitir entrada de ar isento de
CO; no interior do frasco. Esta solugo foi padronizada antes
do uso com hidrogenoftalato de potdssio seco em estufa a
110°C durante cerca de 1,5 hora, usando-se fenolftaleina 1,0%
como indicador.

Procedimento

Calibracdo dos eletrodos para medida da concentracao
de fons H*

Os eletrodos foram calibrados em termos de concentragdo
de acordo com a equagdo'':

E = E"+59,16log[H*] + Ju[H*] + Jou [OH] A 25°C ¢))

onde E é o potencial medido, E” é um termo que inclui o
potencial padrdo do eletrodo mais o termo de coeficiente de
atividade de fons hidrogénio (mantido constante sob condi¢des
de forga idnica constante), Jy e Joy sdo termos de potencial de
jungdo na regido 4cida e alcalina respectivamente. Os demais
termos tém suas definiges usuais. A determinagdo de E, E’,
Jy e Joy é feita a partir da titulagdo de um 4cido padrio com
uma base padrﬁo nas mesmas condigdes de temperatura (25"C)
e forga 1omca de acordo com o procedimento descrito por
Pehrson et al'!

Esta tltulagao de calibragdo foi feita diariamente adicio-
nando-se 1,50 mL de solugio de 4cido clorldnco 0,10 mols
L! (em NaNO;3 0,10 ou 0,010 mols L° 1y 2 cela de titulagio
contendo previamente 20,00 mL de solugdio de NaNO; 0,10
ou 0,010 mols L', Em seguida os eletrodos e a ponteira da
bureta foram mergulhados na solugdo, aguardando-se tempo
de 15 minutos para termostatizagio. Ap6s verificar-se que o
potencial inicial permanecia estdvel, iniciou-se a titulacio
com adi¢des de 0,05 mL de solugdo padrio de NaOH/
NaNO;, anotando-se o valor do potencial E apds cada adi-
¢do. Durante todo o procedimento a cela foi mantida fecha-
da, tendo apenas uma pequena abertura por onde circulou-se
nitrogénio livre de CO,.
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Titula¢des das suspensdes de Spirulina

Suspensoes de alga em concentragdo aproximada de 1 a 2
g L' (£ 0,1 mg L") foram preparadas diretamente na cela
de titulagdo em presenga de 50,00 mL de NaNO; 0,010 ou
0,10 mols L' Em seguida foram adicionados 1,50 mL de
HCl1 0,10 molsL contendo a mesma concentragdo NaNO;
que a suspensdo a ser titulada, promovendo-se a protonagio
dos grupos ionizdveis na superficie das algas e mantendo-se
o meio iénico predominante em NaNO; 0,01 ou 0,10 mols
L', Merguthou-se a ponteira da pipeta e o eletrodo na sus-
pensdio, fechando-se a cela e iniciando-se a circulagdo de
nitrogénio. Apds estabilizagdo do potencial e termostatiza-
¢do, iniciou-se a titulagdo adicionando-se incrementos de
0,0100 mL da solugio padrio de NaOH 0,10 mols L' con-
tendo NaNOj3; na mesma concentragdo que a suspensdo titu-
lada. Os incrementos de titulante foram feitos de modo a
obter-se mudangas de potencial de aproximadamente 5,0 mV,
anotando-se os potenciais para cada volume adicionado.
Adotou-se como critério para serem efetuadas as medidas
de potencial anotar-se o valor ap6s sua variagdo ser inferior
a 0.555mV/min, que é um recurso disponivel no pHmetro
utilizado. Foram obtidos cerca de 120 pontos (volume de
NaOH e potencial) por titulagido, o que requereu cerca de 2
a 3 horas.

Metodologia de cilculo empregada

O tratamento dos dados obtidos foi realizado utilizando-se
um conjunto de programas que envolve a segmentagdo e
linearizagdo da curva de titulagdo por fungdes de Gran modifi-
cadas®®, assim como um programa de ajuste multiparamétrico
baseado em regressio nio-linear’®, Nestes programas é neces-
sério fornecer-se o p‘H, o ]ogarmmo negativo concentragio de
fons hidrogénio, em cada ponto da titulagdo da amostra, assim
como o volume de titulante adicionado e o volume de suspen-
sdo inicialmente presente na cela de titulagdo. A obtencdo de
p“H foi feita a partir das medidas de potencial, E, dos parime-
tros de eletrodo (Jy, Jou, E¥) e do meio (Kyw) obtidos na
titulacdo de calibragdo, usando-se a equagdo 1, conforme des-
crito na literatura®'!,

As dedugdes sobre a obtengdo das Fungdes de Gran Modi-
ficadas foram mostradas nos trabalhos de Seymour et al®, as-
sim como por Aleixo ¢ Godinho?,

O programa de regressdo ndo-linear usa a equagdo geral que
descreve a titulagdo de uma mistura de um 4cido forte com N
acidos fracos (sitios ligantes)”*:

SO HY =V Vi )G+ {[117] - Ko}

vV, +V)- }Vi{( Vin, ~ Vi, )A"c,,} @

onde V € o volume do titulante, e Vg € o volume inicial pre-
sente na cela antes do inicio da titulagio. Vya, € Vyan sd0
respectivamente o volume de equivaléncia para o 4cido forte e
para o sitio ionizdvel HAn. [H*] é a concentragdo do fon hi-
drogénio. Kw ¢ a constante de ionizagdo da 4gua 4 25°C em
solugdio de NaNOs; Cpg ¢é a concentragio do titulante (mols L').
O termo A, € definido por:

A= Kia,
" (K,,An+[H ]) 3

onde Kyan € a constante de ionizagdo do sitio HAn.
O logaritmo negativo de [H*], p°H, é adotado como a
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varidvel dependente e o volume de titulante, V, como varidvel
independente. Vyan € Kuan s80 os pardmetros ajustdveis no
célculo, o qual é realizado minimizando-se o erro da soma, S:

S= f,l[p"H j(med)-p°H; (calc)]2 @)
=

onde m é o total de dados (V, p°H) usado na andlise de regres-
sdo e p*H (med) refere-se ao pH experimental, enquanto p‘H
(calc) é o pH calculado.

Os valores de p°H (calc) foram calculados usando uma
subrotina iterativa baseada no método de Newton-Raphson. Pri-
meiramente, os valores de [H*].y. sdo computados usando os
valores iniciais estimados para Vya, € Kuan. Melhores aproxima-
¢oes para os valores de [H*].yc no ponto experimental j sdo obti-
dos através de sucessivas iteragdes, k, de acordo com a equagdo:

H* ={ut _f(V,[H*]M)
[ ]j,k+l [ ]j.k f’(V'[H+]j_k) )

onde f * (V, [H*];x) é a primeira derivada da equagdo 2, dada
pela seguinte expressao:

Fv.a)={1+ [(;11(:”]2 (v,,+v)+ngl
L ©)

(VHA,, - VHA,,_,)CB (KHA,I +[H+ ])2

A equagdo 5 é usada repetidamente até que ocorra a conver-
géncia a um valor limite, previamente definido por:

(P Y
TH+ ]j,k ’ (7)

Quando a condig@o definida pela equagdo 7 € atendida, o
valor de [H*];k+1 € convertido em p‘Hjk.i e enviado para a
subrotina de minimizagdo para refinar os valores de Vyan €
Kyan, Para realizagdo dos cdlculos, um comando restringindo
[H*)eare < O foi introduzido no programa”.

O nimero de classes de grupos tituldveis obtidos através de
dados de titulagdes potenciométricas de polieletrélitos tratados
pelos métodos aqui utilizados dependera:

1- da presenga de grupos ionizdveis de diferentes naturezas
quimicas (carboxilicos, fendlicos, aminicos, etc.).

2- de grupos de mesma natureza quimica que estejam sujeitos
a interagdes intramoleculares (eletrostéticas, pontes de hi-
drogénio, ou proximidade de grupos com alta eletronegati-
vidade, etc.) que tém seus valores de pKa influenciados
por tais interagoes™®.

3. da capacidade de resolugdio de misturas através do método
numérico empregado. Tem-se demonstrado que quando dois
grupos tituldveis com diferenca nos valores de pKa menor
ou igual a 0,5 unidade estdo presentres na mistura'* ou ma-
cromolécula, os métodos estudados determinam os dois gru-
pos como uma tinica classe HA, cuja concentragio corres-
ponde & soma das concentragdes individuais destes grupos,
enquanto o pKa refere-se a um valor médio’.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentragdo dos sitios ionizdveis HA,, expressa em
mmols por grama de Spirulina, é mostrada na Tabela 1 junta-
mente com os valores de p‘K, o logaritimo negativo da cons-
tante de ionizagdo condicional em termos de concentragio. Os
resultados obtidos tanto por regressdo ndo linear como pelas
fungdes de Gran modificadas foram similares, indicando que
nio existe vantagem clara de um método numérico sobre o
outro no tratamento de dados do material estudado. A Figura |
ilustra as curvas de titulag@o da Spirulina em forga idnica 0,01
e 0,1, segmentadas e linearizadas pelas fungoes de Gran modi-
ficadas, assim como a curva ajustada por regressdo ndo linear.

Foram caracterizadas cinco classes de grupos tituldveis,
sendo que HA| e HA; foram tituladas em uma regido de pH
tipica para grupamentos carboxilicos, os quais podem ser
devidos a resfduos dos aminodcidos 4cido aspértico e gluta-
mico constituintes do material proteico da parede celular.
Grupos carboxilicos podem ainda ser provenientes de algi-
natos, que sdo cadeias poliméricas constituintes da parede
celular de algas. A classe de sitios HA3 pode ser atribuida a
grupos imidazélicos dos residuos de histidina do material
proteico, uma vez que o valor de p°K observado é caracte-
ristico para esta natureza de sftios ionizdveis. Os sitios HA3
poderiam ainda ser atribuidos a grupos carboxilicos que es-
tariam sendo titulados com p°K anormalmente alto devido a
interagdes eletrostiticas causadas pela criagéio do campo elé-
trico decorrente da desprotonagio de outros grupos carboxili-
cos, ou ainda devido a interagbes locais causadas pela proxi-
midade de outros grupos funcionais na parede celular. Esta
possibilidade, porém, deve ser encarada como mais remota'®,
As classes HA4 ¢ HA;s podem ser atribuidas a grupamentos

Tabela 1. Concentragio e pK dos sitios ionizdveis determinados na superficie de Spirulina por titulagio potenciométrica 4cido-
base em meio idnico de NaNO; 0,01 e 0,1 mol L, 2 25,0 + 0,1°C.

Meio I6nico

NaNO; 0,01 mol L

NaNO; 0,10 mol L

Sitio Ionizdvel Concentragio (mmol g!) p°K Concentragio (mmol g') p°K Ap®K
HA, 0,56+0,07 4,0010,12 0,67£0,09 3,9410,2 0,0+0,3
HA,; 0,4240,01 5.3310,25 0,3710,04 5,4310,35 0,210,6
HA; 0,29610,001 6,7610,26 0,2610,05 7,0610,1,4 0,3%0,3
HA4 0,15+0,02 8,1,10,60 0,22+0,02 9,15+0,0, 1,0£0,7
HAs; 0,2910,02 9,7¢10,19 0,3440,01 10,3410,09 0,610,3
Total 1,7,10,12 - 1,8¢10,1% - -

- Resultados referem-se a média de trés titulagdes para cada meio idnico.

- ApSK ¢ a diferenca entre o p°K em forga idnica 0,1 e 0,01.

QUIMICA NOVA, 22(5) (1999)

681



ph

Funcao de Gran Modificada, FHA

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Volume de KaOH (ml)

Figura 1. Curva de titulacao de 51,50 mL de uma suspensdo 2,06 g L'
de microalga Spirulina na presenga de excesso de dcido forte (HCI)
usando solugdo da NaOH 0,1243 mols L' como titulante. Meio idnico
predominante: NaNO; 0,10 mols L. Curva experimental (-), fungdes de
Gran madificadas (®), e curva ajustada por regressdo ndo linear (o).

aminicos e fendlicos provenientes dos aminodcidos lisina e
tirosina, respectivamente.

A importincia de diferentes grupos funcionais na comple-
xacdo de metais no ambiente aquético depende tanto da con-
centragdo destes grupos, como da concentragdo e natureza do
metal. Os grupos carboxilicos contribuem com mais de 50%
do total de sitios ionizdveis da Spirulina, o que explica em
parte a importante contribuicdo de algas para complexagfo de
metais presentes em elevadas concentragbes em ambientes aqui-
ticos. Em pHs préximos a neutralidade que sfo encontrados em
dguas naturais os grupos carboxilicos estariam disponiveis para
processos de complexagdo (a competizqz'io com protons seria
desprezivel). Kiefer e colaboradores!’ demonstraram que a
complexagdo de cobre com superficies de algas verdes e diato-
mdceas ndo ocorre em grupos carboxflicos quando o metal estd
presente em baixas concentragdes, mas sim em grupos conten-
do nitrogénio provenientes de histidina e lisina, que apresen-
tam mais alta afinidade pelo metal. Estes sitios sdo, entretanto,
rapidamente saturados pois estdo presentes em pequenas quan-
tidades, de modo que apenas regulam a concentragio livre de
metal se este estiver em baixas concentragées. Em pHs acima
de 7 a hidrélise dos metais pesados e a consequente formagéo
de hidréxidos insoltiveis passa a ser o fator de maior importin-
cia para sua remogdo da fase aquosa.

A soma das concentragdes das classes de sitios ionizdveis HA,
a HAs fornece a capacidade total de ligacdo de prétons, que foi
determinada como sendo 1,7540,10 e 1,86%0,20 mmols g em
forca idnica 0,01 e 0,10 respectivamente. Considerando-se que as
duas médias referem-se a triplicatas de titulagdes, a comparago
de seus valores e as respectivas estimativas de desvio padrio le-
vam a um valor experimental de t = -0,85, que comparado ao
valor tabelado de 2,78 (4 graus de liberdade e 95% de confian-
¢a)"* indica que nio existe diferenca estatisticamente significativa
entre as concentragdes determinadas nas duas condiges de forca
iGnica. O mesmo se observa quando o teste t ¢ aplicado para cada
uma das classes HA; a HAs, o que sugere que niio existem alte-
ragdes conformacionais na superficies da alga com a mudanga de
meio i0nico de 0,01 para 0,10 mols L! (NaNO3y).

Quando a titulagdo foi realizada em presenga de NaNO; 1,0
mol L' observou-se que uma quantidade muito maior de solu-
c¢do titulante de NaOH foi necessdria para completar a titulagio.
Uma vez qua a massa de alga era aproximadamente a mesma
utilizada nas titulagdes em meio idnico predominantemente de
NaNOj; 0,01 ou 0,10 mols L', péde-se concluir que estariam
ocorrendo alteragdes conformacionais significativas em forga
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Figura 2. Imagens de microscopia de varredura eletrénica da
microalga Spirulina em NaNQO; 0,01 (a), 0,10 (b) e 1,0 (c) mol Ll
(Escala para as trés fotos).

idnica elevada, com possivel ruptura da parede celular e
titulagdo do material proteico do interior da célula. Esta supo-
si¢do foi confirmada pelas fotografias de microscopia de varre-
dura eletrénica que sdo mostradas na figura 2 e sugerem que a
estrutura clindrica da alga é preservada em NaNO; 0,01 ¢ 0,10
mol L™, mas ndo em NaNO; 1,0 mol L.

Os cerca de 1,8 mmols g™ de grupos ionizdveis determina-
dos para a Spirulina estio coerentes com valores de capacida-
de total de ligagdo de protons obtidos para outros tipos de al-
gas ou superficies vegetais de meio aqudtico. Pode-se mencio-
nar a determinagdo de 2 mmols g! para fitoplancton marinho
Dunaliella tertiolecta'®, 1 a 2 mmols g”! para parede celular de
alga Vaucheria'” e biomassa de plantas marinhas' e 2,6 mmols
g para Sargassum"3.

Kiefer e colaboradores'? determinaram 0,97 mmols g! para
a diatomdcea Cyclotella cryptica e 0,91 mmols g para a alga
verde Chlamydomonas reinhardtii. Apesar dos valores simila-
res encontrados para as duas espécies, a formas de curvas de
titulagdo sugerem uma maior variedade de tipos de grupos
tituldveis na superficie da alga verde em relagio 4 diatomdcea,
que ¢ discutido pelos autores, mas nio € quantificado pelo
modelo eletrostitico empregado, que assume para as duas es-
pécies de algas a presenga de duas classes de sitios ionizdveis,
sendo uma na regido de pH<pHzpc e outro na regido de pH
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>pHzpc (pHzpc € o pH no ponto de carga zero). No modelo
eletrostdtico as curvas de titulagfio sido representadas de manei-
ra genérica por'®:

PH = pKintian - 10glXua/(1-Xnan)] + 0,434ew/kT (8)

onde Kimnan € a constante de dissociagdo intrinseca para um
sitio tituldvel n. Esta é constante de dissociagio na auséncia de
interagdes eletrostéticas. Xyan € 0 grau de dissociagfo do sitio n,
e é a carga do préton, k é a constante de Botzmann, T a tempe-
ratura absoluta e y é o potencial elétrico na superficie da ma-
cromolécula. O termo 0,434ey/kT € relacionado ao trabalho
envolvido para remover o préton de seu sitio ionizado contra
as forgas eletrostdticas exercidas por outros grupos carregados
na macromolécula e é dependente da forga i6nica da solugdo,
da densidade de carga sobre a macromolécula e da sua rigidez.
Para macromoléculas que apresentam baixa acumulagdo de
carga durante a titulagdo e tém estrutura rigida, a contribuigio
do termo 0,434ey/kT é pequena, principalmente em meios de
forga ibnica elevada Quando o modelo de distribuicdo de sitios
discretos é adotado, o termo 0,434ey/kT ¢ desprezado e a sus-
pensdo é tratada como se fosse composta por uma mistura de
dcidos monopréticos. Isto certamente é uma aproximagdo, as-
sim como é uma aproximag@o dos modelos eletrostaticos des-
prezar a heterogeneidade quimica na superficie das algas.

As constantes de ionizagdo determinadas para as cinco clas-
ses de sitios ionizdveis sofrem pouca influéncia com a variagéo
da forga i6nica do meio, sugerindo que a heterogeneidade qui-
mica da superficie celular da spirulina é o fator principal que
governa as curvas de titulagdo. A influéncia de interagdes ele-
trostdticas foi muito pouco pronunciada, de modo que o termo
0,434ey/kT pode ser desprezado nestas titulag6es. Isto pode
ser explicado pela baixa densidade de carga acumulada na
spirulina, bem como por sua estrutura rigida. O nimero total
de sitios ionizdveis na Spirulina (1,8 mmols g") é significati-
vamente inferior ao existente em polieletrélitos como o 4cido
alginico e acido poliacrilico, que apresentam respectivamente
5,7 e 13,9 mmols de grupos carboxilicos por grama. Além dis-
so, estes polieletrélitos apresentam estrutura flexivel e homo-
geneidade quimica dos sitios ionizdveis - todos os grupos sdo
carboxilicos, localizados em ambientes idénticos na macromo-
lécula - de modo que as interagSes eletrostdticas exercem in-
fluéncia marcante nas curvas de titulagcdo. O 4cido alginico é
constitutinte da parede celular, mas a contribui¢do de sua fle-
xibilidade e consequente variagdo de volume nas titulagdes de
suspensdes de algas é diminuida ?or estar preso na matriz
celulésica rigida da parede celular'?,

CONCLUSOES

Os métodos de cdlculo, propostos inicialmente para deter-
minagdo de dcidos em misturas, mostraram-se adequados para
caracterizacdo dcido base da superficie da alga Spirulina, ado-
tando-se o modelo de distribuigdo de sitios discretos. A meto-
dologia pode ser aplicada na caracterizagdo de superficies de
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outras espécies vegetais, permitindo quantificar ndo s6 os gru-
pos em maior concentragdo como os carboxilicos, mas também
grupos de menor concentragio como os imidazélicos e aminicos
que apresentam alta afinidade por determinados metais pesa-
dos e exercem importante papel na complexagdo destes metais
quando presentes em baixas concentragdes.

Recomenda-se que as titulagdes 4cido base sejam realizadas
em pelo menos dois valores de forga iGnica constantes para
avaliar-se a influéncia de interagOes eletrostéticas na interpre-
tagdo dos resultados.
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