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Apresentando este trabalho a Congregagao da
Faculdade de Medicina da Universidade de Minas
Gerais para candidatarmo-nos ao concurso da ca-
tedra de Fisica Biolégica, ndo nos move absoluta-
mente a pretensao de trazer uma contribuicao ori-
ginal, e nem nos anima a idéia de termos estudado
profundamente o assunto.

Ciéncia em plena evolugao, como muitas outras,
a Fisico-quimica e sobretudo, a Fisico-quimica
Bioldgica, tem na sua histéria um grande numero
de fatos que se sucedem.

Ora, uma grande descoberta ou uma engenhosa
teoria fazem a sua época; criam-se conceitos, exa-
geram-se as importancias. Depois, tudo passa e
esta teoria ou esta descoberta vem ocupar lugar
mais modesto na formacao do edificio da ciéncia.

O assunto do presente trabalho é destes que na
hora atual se acha em estudo e sobre que se
fundam grandes esperangas de que o conhecimen-
to mais perfeito de sua natureza venha trazer um
grande passo na marcha para a compreensao disto
que tem sido a eterna preocupacao dos sabios de
todas as épocas: a vida.

Tivemos no presente ano a fortuna de acom-
panhar bem de perto o curso de Fisica Biologica
da Faculdade de Medicina da Universidade do
Brasil. Ai nos foi dada a oportunidade de auxiliar
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a instalacao do laboratdrio que terd por fim o es-
tudo das reagées de oxido-redugcdo em biologia.

Exercitamos bem e adquirimos a técnica da
determinacao do potencial de oxido-reducao de
um sistema, realizando, por nés mesmos, todos os
passos iniciais necessarios a construcao e monta-
gem do aparelho utilizado para tal fim.

E é este trabalho preliminar que, descrevendo
a técnica de que nos servimos, viemos aqui trazer
com a presente publicacao.

Nosso programa era e continua sendo mais
vasto. Pretendiamos aplicar a técnica adquirida
ao estudo dos fenémenos vitais.

Mas, exiguidade de tempo e dificuldades de ou-
tra ordem, fizeram restringir de muito as nossas
pretensoes.

E com esta rapida explicagao ficamos na cer-
teza de que nenhuma originalidade trouxemos a
luz, mas resta-nos tambem o grande consolo de
que cooperamos, com nossa experiéncia e com a
nossa exposicao, para o conhecimento de um
assunto de biologia cuja importancia cresce cada
vez mais.

Aproveitamos a oportunidade para deixar aqui
expressa a nossa gratidao ao prof. Carlos Chagas
Filho, cujo apoio material e cientifico em todos os
momentos facilitou a realizacdo desta tese. E a
todos os seus assistentes e auxiliares cujo espirito
de solidariedade fez criar um ambiente inteira-
mente cordial, os nossos melhores agradecimentos.

OROMAR MOREIRA.

Rio, Dezembro de 1938.



INTRODUGADO

Fenomenos de oxidagdo e redugao

Consideragoes gerais

Cresce dia a dia, e de uma maneira surpreen-
dentemente espantosa, o produto dos esforcos hu-
manos para a pesquiza de fatos que nos parecem
tio intimos mas que na verdade nos sao ainda in-
teiramente obscuros.

A tendéncia de se considerar bda parte de to-
das as manifestacdes vitais como fenémenos de
oxidacdo e de redugdo ndo €, de certo, inteiramente
nova.

Quasi nenhuma idéia é inteiramente original e
quasi nenhum assunto é completamente novo em
medicina e em ciéncia geral.

Esta se forma pela juxtaposicdo légica e bem
ordenada de novos fatos que estdo em ligacdo di-
reta com outros ja plenamente determinados.

A vida, a primeira e grande causa das cogita-
cdes do cérebro humano desde épocas as mais lon-
ginquas, permanece ainda sem solucdo definitiva.
E como a esfinge misteriosa a zombar daqueles
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que procuram a sua explicacdao. Muito se tem tra-
balhado mas a solucado final esta longe de ser atin-
gida e parece mesmo inatingivel.

Mesmo assim nao se tem trabalhado em vao.
Muito se tem aprendido; a inteligéncia humana
tem satisfeito muitas de suas necessidades e o bem
estar geral da humanidade, melhorado de uma
maneira notavel.

O mecanismo intimo da vida € dificil de ser ex-
plicado em seus detalhes. A “proteina-virus” des-
coberta por Stanley (6) em 1937 nas folhas do ta-
baco turco infetadas pela doenca do mosaico, cris-
talizada, quimicamente analisada e capaz de re-
produzir de novo na planta a doenca quando nela
injetada, € de certo modo um grande passo dado
em busca da solucdo, mas infinitamente pequeno
ainda para vencer a grande distincia que nos se-
para do dia em que pudermos provocar a geragdo
expontanea.

A vida é a modificacdo de energias. Nenhuma
manifestacdo vital pode ser apresentada sem ser
o resultado de modificagées dos varios estados e
natureza da energia.

As sinteses e as decomposi¢des da matéria viva
se realizam de uma maneira reversivel: absorvem
ou desprendem energia.

E deste conjunto de fendmenos, orientados to-
dos para uma diretriz bem definida, que resulta
a vida.

Muitas vezes muda-se o conceito ou o modo de
considerar tal ou qual fato, mas a ignorancia con-
tintla. Assim, pensava-se outrora que a vida fosse
a mamfestagao de uma forca que se opunha is leis
cosmicas. Hoje, ao contrario, acredita-se que o ser
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vivo seja antes subordinado perfeitamente a estas
leis e nio vivendo em antagonismo com elas.

Lavoisier, no século passado, ja assemelhava
este ser vivo a uma vela que se queima. A desco-
berta do oxigénio, o estudo da respiracdo e a ana-
logia com o corpo organico em combustao, consu-
mindo oxigénio e desprendendo gas carbonico, le-
varam-no a uma tal concepcao.

E desde ai ja vinha a nocdo de oxidacao e pro-
ducio de energia para o desenvolvimento dos fe-
noémenos da vida.

Armand Gautier pdde mais tarde estender esse
pensamento quando demonstrou que ndo era ape-
nas uma simples oxidacdo que se passava nos
alvéolos pulmonares.

O fendémeno inverso, a reducdo, se realizava
tambem em todos os tecidos.

A quantidade de oxigénio diariamente elimi-
nada sob as formas de géas carbonico, uréia e ou-
tros produtos, era maior do que a parte introduzida
através a respiracao pulmonar. Sé dos tecidos po-
deria vir este oxigénio. Junto destes deveria haver
entdao uma reducao.

E a vida nio era apenas o fenomeno de com-
bustio de Lavoisier, mas muito mais do que isto:
um processo reversivel de oxidagdo e redugao.

Fendomenos de oxidagao e reducao

Nio é somente o ferro que se enferruja, a ma-
deira que se queima e todos os outros fendomenos
que se passam com fixacdo de oxigénio que estdo
sob a rubrica de fenomenos de oxidacao. A nocado
é muito mais generalizada e podemos dividir em
trés grupos o modo de se apresentar este unico
fenomeno:
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a) oxigenacao;
b) deshidrogenacao;
c) perda de eletron.

Convem lembrar preliminarmente que tudo €
perda de eletron; mas esta exposicao € apenas di-
datica e mostra com mais clareza uma série de
fatos, de inicio com aparéncia de diversidade, mas
que se explicam todos pelo mesmo mecanismo.

a) Okxigenacgao:

O oxigénio do ar ou de qualquer outra fonte
¢ simplesmente fixado por uma molécula qualquer
— € o caso dos per-6xidos, da hemoglobina, da
combustdao do carbono etc.

Exemplo:

C + 0 »—> Co
b) Deshidrogenacao:

Outras vezes pode acontecer, sobretudo em cer-
tos corantes ou em seus leucoderivados, que a acao
do oxigénio faca-os mudar de cor.

Esta oxidacao se da entretanto sem que o oxi-
génio apareca na constituicdo estrutural de sua
molécula.

O que se passou foi a saida de dois 4tomos de
hidrogénio da molécula, atomos estes que, junta-
mente com o oxigénio presente, foram constituir
uma molécula de agua. Este primeiro fenémeno
de deshidrogenacado estd entdo ligado a um outro
que se segue: formacdo de agua.

Exemplo disto estd na oxidacdo do 2:6 dicloro-
fenolindofenol pelo 4cido ascoérbico.
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Reacdo do acido ascorbico com o 2:6
diclorofenolindofenol.
E o que se passa, tambem, com o azul de
metileno, cuja solucao aquosa na forma reduzida
é incolor. Possue a seguinte férmula:

H
|
N

2 +2H /
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ou mais simplesmente, como no caso da oxidacao
da etana para etileno: ‘

CH'— CH'»> CH' =CH + H

c) Perda de eletron:

Outras vezes pode acontecer, e este € 0 caso
mais comum, que o sal de um metal divalente passe
para trivalente, ou um trivalente passe para tetra
ou pentavalente. Isto €, ha um aumento da valén-
cia do metal.

Citaremos como exemplo o caso do sal ferroso
passando para sal férrico e que, de uma maneira
geral, pode ser assim representado:

Fet+ — eletron YH—> Fet+ T
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Aqui ndo se observa sindo uma modificacio de
cargas elétricas e o oxigénio nada tem que ver com
a reagdo, nem direta nem indiretamente.

Casos desta ordem podem ser observados aos
milhares em quimica.

Um corpo oxidante nio é pois somente um
corpo capaz de ceder o seu oxigénio, pois ele pode
ser oxidante sem possuir oxigénio em sua molé-
cula. Ha um sentido muito mais geral.

Podemos dizer que ha fenémeno de oxidacdo
todas as vezes que houver perda e eletron, carga
negativa. Ao inverso, isto é, ao aumento de carga
negativa por ganho de eletrons, ¢ que se da o nome
de reducio.

De um modo geral todos os corpos, simples ou
compostos, podem ser classificados, uns em rela-
¢do aos outros, em oxidantes e redutores.

Oxidantes: quando as suas propriedades sdo de
um certo modo anélogas as do oxigénio, cloro,
fluor, etc.

Redutores: quando estas propriedades se asse-
melham as do hidrogénio, potassio, sédio, etc.

Os oxidantes sio quasi sempre comburentes e
eletronegativos; os redutores sio combustiveis e
eletropositivos.

Na ordem decrescente de suas propriedades
oxidantes podemos dispor assim os principais cor-
pos simples:

F

€l ’ oxidantes fortes
o |

B

Ir } oxidantes fracos
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S oxidante fraquissimo

E os redutores:
K"r

Na+ } alcalinos

Ba*®™
Catt |

Mg Al
Zn Mn

alcalino-terrosos

Crt+(+++) Fet+(+++)

N3o € esta uma disposicdo absoluta. Péde mui-
tas vezes, conforme as circunstancias, sofrer cer-
tas modificacoes.

Quasi sempre os corpos oxidantes tém uma
afinidade muito grande para os redutores e, a
reacdo entre eles € tanto mais intensa quanto
maior o seu grau ou capacidade de oxidacdo ou
redugao.

De um modo geral podemos escrever o esque-
ma de tais reacgoes:

oxidante + redutor H—> corpo indiferente

Os oxidantes mais comuns da quimica mineral
devem esta propriedade a capacidade de ceder o
oxigénio quando se dissociam.

Outros, como os halogénios ja nio tém oxi-
génio e sdo capazes de retirar diretamente a carga
negativa do corpo oxidavel

2 Fet* 4+ CI? 3»—> 2 Fet++ 4 2 CI—
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Alguns ainda, como os sais de prata ionizados
em uma solucao, podem ter em relacdo a outros,
como por exemplo os de ferro, a capacidade de
oxidacao dependente da concentracdo. Quer dizer
que o acréscimo ou a diminuicdo de eletricidade
negativa, variando a sua carga em relacdo a do
outro, pode torna-lo oxidante:

Fet* + Ag* W—> Fet++ | Ag

Em resumo: a oxidagdo nao é simplesmente um
fenémeno de fixacdo de oxigénio por determinado
corpo, mas pode ser consequéncia tambem de uma
deshidrogenacao, da ionisacdo de um metal, do
acréscimo de eletricidade positiva ou diminuicdo
de eletricidade negativa ou, de um modo geral, da
perda de um eletron.

Como Deriberé (8) podemos resumir todos es-
tes fendmenos no seguinte quadro:

Oxidagao Reducao

1) Fixacdo de oxigénio | 1) Fixacdo de hidrogé-

2) Desprendimento de | nio

hidrogénio 2) Desprendimento de
3) Fixacao de halogeé- oxigénio

nio 3) Perda de halogénio
4) Perda de eletron 4) Fixacdo de eletron
5) Adigdo de eletrici- | 5) Adicdo de eletrici-

dade positiva dade negativa

6) Perda de eletricida- | 6) Perda de eletricida-
de negativa I de positiva




— 18 =

A concepcdo moderna que temos da constitui-
cdo da matéria, da-nos uma nogao bastante con-
cretizada deste fenémeno de perda de eletron.
Assim, um atomo qualquer, de acordo com a teoria
de Bohr, ocupando uma determinada posicdo na
escala de clasificacio de Mendeleeff, é considera-
do como sendo formado de vérios eletrons. Estes
possuem uma carga elétrica que se representa
por —n e e gravitam em torno de um na-
cleo central cuja carga elétrica, de sentido contra-
rio é -+ ne. A distribuicdo das orbitas destes ele-
trons se faz por camadas, tendo cada uma um nu-
mero bem determinado de eletrons. A partir do
centro para a periferia elas levam as denominacdes
de K, L, M, etc. A camada externa ¢ a que confere
ao Atomo varias de suas propriedades, tais sejam,
valéncia, espetro luminoso, propriedades qui-
micas.

Da sua saturacdo de eletrons ou seja, do nu-
mero completo ou ndo de eletrons que ela pode
conter, depende a estabilidade do atomo.

O tricloreto de titdnio, por exemplo, péde ser
oxidado para tetracloreto, isto é, poéde ganhar
uma valéncia, perdendo uma carga elétrica nega-
tiva. O tricloreto seria representado como se ti-
vesse 3 eletrons na ultima camada (N) e 9 na pe-
naltima.

Mas nem sempre é o caso, porque, estando em
uma solucdo aquosa, em que em virtude da ioniza-
c¢do nés temos uma determinada quantidade de
ions H', ou seja, cargas elétricas positivas forne-
cidas pela dgua ao se ionisar, o eletron do titanio
nao permanece na camada ultima de seus iguais,
mas vai neutralizar uma carga positiva HT.

Diz-se entao que a oxidagao do corpo corres-
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ponde um ganho de carga negativa por parte do

meio.

[J4
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Outro exemplo

cl
P ‘ cI
o (o)

classico de oxidacdo de um

corpo organico é este fornecido pela hidroqui-

nona:

H
0
g s
H

0
_2H @
s e
e B
+2H
0

Aqui o fenéomeno pode ser decomposto em duas
fases, por assim dizer:

Na primeira fase os dois atomos de hidrogénio
da molécula se oxidam, perdendo cada um o seu
eletron. Na segunda fase, segue-se a dissociacdo
da hidroquinona em H™" e quinona. Isto se o meio

for alcalino.



FENGMENOS BIOENERGETICOS

O estudo dos fenémenos de oxidagao que se
passam nos seres vivos foi durante muito tempo
feito, quasi que exclusivamente na base da deter-
minacao de oxidacGes em que toma parte o oxigé-
nio livre absorvido.

Foram os trabalhos de Pasteur sobre a fermen-
tacdo, e mais recentemente os de Molliard (40)
que chamaram a atencdao dos biologistas para
certa classe de fendmenos que se processam nos
seres vivos sem, entretanto, a fixacao do oxigénio
livre da respiracao.

No ponto de vista bioenergético, estes fenome-
nos tém especial importancia porque € por meio
deles que se pode fazer com que o conjunto de
sinteses que ai se realizam correspondam, por re-
ducdes que sao, a elevacao do potencial quimico
ou seja, um aumento de energia livre.

Isto estaria em desacordo, é claro, com o se-
gundo principio da termodinamica.

Assim entao, a conjugacao destes fenomenos
de sintese com os de oxidacao sem o oxigénio mo-
lecular, constituindo fenomenos de oxido-redu-
cao, faria com que o ciclo da energia vital fosse
termodinamicamente possivel.



R | S

E bem claro que muitas vezes o oxigénio mo-
lecular tem de entrar em cena para compensar um
excesso grande de energia livre, como no caso das
bactérias nitrificantes, segundo o esquema:

1
2NH'+2 O°4+-Coy»—>2 NO'H + HO+ — CH"O
6

1

12 NO'H15 O'+H'O+CO*3»—> 12 NO'H + —
6

_-]-. CUHIL‘OG

Em outros casos a fixacdo de oxigénio mole-
cular produz tal diminuicao da energia livre, que o
fenémeno é irreversivel.

O problema mais intimo da bioenergética celu-
lar passa a ser, portanto, o estudo dos fenémenos
de oxidacdo que se passam no interior das células.

René Wurmser (32) colocou este problema no
seu ponto de vista exato: a constancia da forma e
regime de vida implicam um mecanismo regulador
dos processos metabolicos intracelulares.

A hipétese cinética de Hering (32) que admite
a igualdade das velocidades de assimilacdo e
desassimilacdo, péde ser interpretada pela acado
das diastases, cujo sentido de reagdao depende da
concentracao do substrato.

Esta hipotese pode ser substituida se adotar-
mos para as fases dos ciclos, condicoes de rever-
sibilidade, o que vem a ser apenas, admitir que se-
jam idénticas as vias de sintese e de degradacio
e que as velocidades sejam muito grandes em re-
lacdo aos processos irreversiveis.

Basta, para simplificar o mecanismo, admitir
que haja nestas, varias fases, estados intermedia-
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rios comuns aos varios ciclos, e teremos assim um
sistema em tamponamento termodindmico; quer
dizer, um sistema em que um processo de aumento
de energia livre é logo compensado por um outro
processo em diregdo oposta.

Assim, nos seres vivos, os fenémenos de oxido-
redugdo passar-se-iam sempre com uma compen-
sacdo perfeita de sua variacdo entrépica.

Resta saber agora qual sera o elemento capaz
de servir de conjugacdo entre os varios sistemas
oxido-redutores em evolucao.

Trabalhos mais recentes, nesse sentido, vieram
mostrar que a teoria mais aceitavel é a de Wieland.

Pé6de admitir-se entdo, que o elemento que vem
servir de tampdo é o hidrogénio mobilizado pela
deshidrase, segundo a teoria de Wieland, que € a
seguinte.

O mecanismo essencial da oxidagao dos tecidos
é a mobilizacao do hidrogénio. Assim, por exem-
plo, é o caso do monoéxido de carbono. A sua oxida-
¢do pode realizar-se de acordo com a seguinte mar-
cha de transformacdes:

CO + H'O »—> HCOOH
HCOOH »»h—> CO* + H’
H + O W»—> H O
2H'O’ y»—> 2H'O + O°
Outro exemplo bastante interessante e que se
acha baseado em fundamentos experimentais, € o

do 4cido latico oxidado em acido piruvico.
Tem-se mostrado que na auséncia de oxigénio,



e Y o

varias bactérias podem operar esta transformacao
a custa de enzimas especificos chamados deshidro-
genases ou, mais simplesmente, deshidrases.

Esta transformacdo péde facilmente ser obser-
vada quando se ajunta azul de metileno ao meio.

O hidrogénio desprendido vai reduzir este co-
rante, fazendo-o passar da forma oxidada a leuco-
derivada.

Adicionando agora oxigénio molecular, a for-
ma oxidada é de novo recuperada e aparece a co-
loragdo azul; os dois 4tomos de hidrogénio se vio
unir ao oxigénio, formando uma molécula de agua.

Esta concepcao de Wieland da mobilizagio do
hidrogénio é completada pela hipétese de Warburg
do transporte do oxigénio.

De fato, as reacdes que se passam obedecem
mui provavelmente a seguinte sequéncia:

1) CH' — CHOH — COOH H—>

$»> CH; — CO — COOH -+ H:
2) H' + AM > AMH'
3) 2AMH + O y)—> 2 AM + 2 H'O

O papel que aqui faz o azul de metileno é nos
tecidos representado pelo fermento respiratério de
Warburg (26).

Torna-se entdo necessaria para realizacio com-
pleta do fenémeno a existéncia de corpos eletro-
negativos.

Estes sdo constituidos na sua maoria por
plgmentos e correspondem aos transportadores de
oxigénio da teoria de Warburg.
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Dentre eles estao, como principais represen-
tantes, o citocromo de XKeilin e a citoflavina de
Warburg e Christian.

Uma das provas que temos disto é a modifica-
cdo da concentracao do hidrogénio no meio celu-
lar, trazendo como consequéncia diferentes tipos
de reacoes de oxido-redugio.

Vejamos agora um exemplo de reacdo de oxido-
reducdo correspondendo a uma variagdo perfeita
de energia livre: a formagao de uma hexose no or-
ganismo, a partir do acido latico. Este é um fato
por demais provado para ndo mais merecer nenhu-
ma davida.

As fases pelas quais passa este 4cido para che-
gar ao glucide sdo provavelmente as seguintes:

1) 1/3CH' — CHOH — COOH + O" 3y—>
»—>CO". + H'O
2 CH' — CHOH — COOH yp—>
»—> 2 CH — CHOH — COH + O:

2) 2CH — CHOH — COH + O >
»—> 2 CH'OH - CHOH — CO

2 CHOH—CHOH—COH 3¥p—> C'H"O’

Exemplo ndo menos interessante é dado pela
oxidagdo do acido sucinico em Acido fumérico e
que os trabalhos de Borsook e Schott determina-
ram com precisdo (3).

Nesta reacio:

HOOC — CH' — CH' — COOH >
»—> HOOC — CH = CH — COOH -+ H’
ac. sucinico ac. fumarico
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devemos levar em conta ndo sé a energia livre de
formacdo de um solido, mas ainda as energias de
dissolucao e de ionisacdo.

a) a energia livre de formacdo de um sélido,
calculada por meio dos calores especificos e dos
calores de reacdo, deu para estes dois corpos os se-
guintes resultados:

-acido sucinico — — 178.800 calorias
acido fumarico — — 156.720 calorias

b) como energia de dissolucio denominamos
o trabalho desenvolvido para se fazer passar uma
molécula de uma solugdo saturada a uma concen-
tragdo cuja atividade seja igual a 1.

No caso dos acidos acima referidos foram acha-
dos, por meio de medidas crioscépicas, os seguin-
tes resultados:

acido sucinico — - 288 calorias
acido fumaéarico — - 1.820 calorias

c) a energia livre correspondente i ionisacido
desses acidos em seus ions

2(H+)
(0OC — CH: — CH: — COO)—
€
(0OC — CH == CH — COO0)—

respetivamente, calculada por intermédio das
constantes de dissociacdo, forneceu os ntimeros
abaixo:

acido sucinico — -+ 13.420 calorias
acido fumarico — -+ 10.270 calorias
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Somando-se respetivamente todas estas ener-
gias de cada um dos corpos estudados e procuran-
do-se a diferenca entre elas, vamos verificar, no
computo final, que os processos de transformacao
trouxeram uma variacdo de energia livre.

Energia livre | Acido sucinico |Acido fumdrico

Solidifica¢ao —178.800 cal |—156.720 cal

Dissolucao - 288 ” + 1.820 7

Ionisacao -+ 13.420 ” + 10.270 ”
TOTAL —165.092 cal |—144.630 cal

Dif. — (—144.630) — (—165.092) = -20.460 cal

20.460 calorias foi a variagdo de energia corres-
pondente a reacdo de oxidagdo do 4cido sucinico
para acido fumarico.



CORPOS ELETROATIVOS

Pelo que ja vimos, a teoria de Wieland da ao
hidrogénio uma importancia capital no mecanismo
destes fenomenos de oxidagdo e redugao.

Para que haja um equilibrio final entre os cons-
tituintes das diversas reacdes & necessario que o
‘hidrogénio esteja tambem em estado de equilibrio
com os seus ions que se dissociaram:

H: 3y—> 2H+ + 2e

E por meio desta ionisacao do hidrogénio que
se realizam as trocas de diversas energias nos
meios biolégicos.

Wurmser propds o nome de eletroatividade
para denominar os cOrpos que se oxidam ou que
se reduzem reciprocamente, mudando as suas car-
gas elétricas.

O que se pode verificar entretanto, nos meios
celulares, é a existéncia de uma grande parte de
substancias organicas que interferem ativamente
no metabolismo da célula e que ndo tém essa ca-
pacidade de ganhar ou perder facilmente eletrons.
Mas nem por isso as oxidacdes deixam de se rea-
lizar.
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Tais fendmenos se passam gracas a agdo de
agentes catalisadores a que Thunberg chamou de
deshidrases.

Estes enzimas vido agir sobre corpos eletroati-
vos intermediarios e tomar entdo a carga elétrica,
estabelecendo um novo equilibrio eletro-quimico
necessario a realizacdo de tal ou qual reacio.

Estes corpos intermediarios podem receber ou
ceder o hidrogénio com relativa facilidade. Tém
sido as vezes considerados como agentes da res-
piragdo celular porque, por um mecanismo indireto
podem levar o oxigénio i célula.

Papel mais importante entretanto, e mais ge-
ral, € o de poderem manter o equilibrio do hidrogé-
nio com seus ions, gracas,as suas propriedades
eletroativas.

Tais corpos intermediarios de reacoes existem
bastante espalhados em todas as células e pode-
mos, para maior clareza de exposicdo, dividi-los
em 4 grupos:

1) Pigmentos;

2) Derivados do benzeno;
3) Derivados dos glicides;
4) Compostos sulfidrilados.

Pigmentos:

Bem grande € a série destes que ja foi estuda-
da. Os dois representantes mais importantes deste
grupo sao o citocromo de Keilin e a citoflavina de
Warburg e Christian (26).

Citocromo foi o nome dado por Keilin a um
composto da hematina que Mc¢ Munn ja havia en-
contrado, por pesquiza espectroscépica, no tecido
muscular. E um pigmento muito espalhado nas
bactérias, levedos e nas células dos animais supe-
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riores faltando, entretanto, nos seres de vida
anaerébia. Sua concentracdo é diretamente pro-
porcional a atividade fisiologica da célula.

Existem trés variedades com pequena diferen-
ca de constitui¢do quimica e o espetro de suas for-
mas oxidada e reduzida é claramente definido,
para permitir a comprovagao, nas células, das oxi-
dacdes e redugdes pelas quais ela estd constante-
mente passando.

Citoflavina foi encontrada por Richard Kuhn
na clara do ovo, no levedo, no leite e tomada a
principio como uma grande fonte de vitamina B-:.

Warburg e Christian puderam mais tarde (26)
demonstrar que ela é a propria vitamina B:.

Outros pigmentos até agora estudados como
capazes de executar, nas reacOes dos seres vivos,
um papel de corpos eletroativos intermediarios,
sao os seguintes:

Hemoglobina
Hemocianina
Piocianina
Hermidina
Clororafina
etc.

Derivados benzénicos:

Entre eles citam-se, como representantes prin-
cipais, os seguintes compostos: OH

1) Hidroquinona que € o para-di-
-hidroxi-benzeno e cuja tor-
mula oxidada é bastante ins-

tavel.

OH
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2) Pirocatecol que € o orto-di- OH
-hidroxi-benzeno cuja férmula
oxidada ja goza de grande es- OH
tabilidade.

3) Adrenalina que é um catecol com um gru-
po hidroxi-etilmetilamina.

OH
OH

I
HE—-¢ &
¥~ CH, NH-CH,
OH
Derivados glucidicos:

Até agora, as principais substancias deste gru-
po ja estudadas sdo a redoxina, a redutona e o
dcido ascorbico.

A redoxina, cujo estudo foi realizado por
Wurmser (32) caracteriza-se ao espetro de absor-
¢do por uma franja de absorgao situada no 2.780 A°
em uma solucdo com pH 7,0.

Parece formar-se expontaneamente em todas
as solucées de glucides redutores e deve ser en-
contrada nos meios celulares. —

A redutona, que von Euler descobriu é a for-
mula endlica do aldeido tartronico

CHOH = COH — COH
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e teve o seu espetro de absor¢do e o seu potencial
de oxido-reducio determinados por Wurmser,
Mayer e Crepy em 1936 (33).

O 4cido ascoérbico, descoberto por Szent-Gyor-
gyi (24) € a vitamina C.

Sua capacidade de oxido-reducdo muito se asse-
melha a dos outros derivados glucidicos que aca-
bamos de enumerar.

Sua férmula de constituicdo ja foi mostrada no
primeiro capitulo deste trabalho.

Derivados sulfidrilados:

O conhecimento da agdo que possam ter estes
compostos nos processos de mudanga de energia
nos meios biolégicos esta longe de ser completo.
A este grupo pertencem a cisteina e os compostos
que a encerram na sua constituicdo molecular.

A sua importancia biolégica comegou a Ser sus-
peitada quando Hopkins (17) descobriu em 1921 a
glutationa, tripéptide que encerra a glicina, o acido
glutamico e a cisteina e que se acha bastante espa-
lhada na constituicdo de todos os seres vivos.

CO-NH-CH,~ COOH
HO0 0= CH-CH=0H,-CO-NH ~CH
|

NH,, CH, SH

Esta € a sua férmula de constituicao quando na
forma reduzida. Quando oxidada, o radical —SH
seria substituido por —S—S—.

Foi Meyerhof quem observou em primeiro lugar
a atividade respiratéria dos radicais sulfidrilados.




N

Thunberg, em 1925, pdde verificar que a cis-
teina é auto-oxidavel.

A forma oxidada da glutationa é prontamente
reduzida pelos tecidos e as pesquizas realizadas
nesse sentido levam a supor que esta redugdo tra-
ga como consequéncia a oxidacdo das gorduras
nado saturadas e dos amino-acidos.




TEORIA DAS PILHAS

Para facilidade do desenvolvimento do racioci-
nio no estudo do potencial de oxidagao e reducao
que devemos fazer no préximo capitulo, julgamos
util recordar aqui, rapidamente, a teoria das pi-
lIhas. '

A forca eletromotora de uma pilha, ou seja, O
seu potencial quando medido em circuito aberto,
tem como valor uma expressdo matematica que
pode ser deduzida dos principios da termodina-
mica ou da teoria cinética. Esta ultima serviu de
meio pelo qual Nernst deduziu a equagdo que leva
0 seu nome.

Sabe-se que quando um metal é colocado em um
liquido, 4gua por exemplo, aparece uma diferenca
de potencial entre ele e o mesmo liquido. A expli-
cacdo desse fato é dada pela hipétese de que o
metal, ao ser mergulhado no liquido, cede a este
ions metalicos carregados positivamente. A quan-
tidade de eletricidade levada por estes ions pdde
ser grande e, entdo, o metal torna-se carregado ne-
gativamente em relagdo ao liquido solvente.

Podemos observar que esta diferenca de cargas
ou de potencial, serd tanto maior quanto maior for
a concentracdo de ions metalicos dissolvidos no
liquido.
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Esta capacidade de emitir ions e que Nernst
denominou pressao de dissolugdo € limitada; na-
turalmente depois de um certo ponto, devido a
atracao eletrostatica dos ions emitidos e dos que
permanecem no metal, é atingido o limite. De fato,
se aumentarmos a concentracao de cations no li-
quido, chega-se a um ponto em que a atragdo ele-
trostatica dos ions negativamente carregados da
placa metalica sobre os de carga positiva, nas pro-
ximidades dessa placa, vem criar uma barreira a
passagem de novas cargas.

O potencial criado por este mecanismo vai de-
pender da concentracdo eletrolitica do liquido ou
seja, da pressdo osmoética dos ions desse liquido.

Se passarmos agora ao caso de um metal que
seja introduzido em uma solugdo de um de seus
sais, podemos ter trés casos diferentes, segundo
o grau de solubilidade destes sais.

1. — A solubilidade é muito pequena e a so-
lucdo nunca atingird uma concentracio tal que
possa impedir a passagem de ions do metal para
o liquido.

O metal emitird entdo seus ions positivos in-
definidamente, tornando-se sempre negativo em
relacdo a solucdo.

Tal € o que se passa com o zinco e com 0 magné-
sio. E esta é a explicacdo porque quasi que em
todas as pilhas o eletrédio de zinco corresponde

“ao pélo negativo.

2.° — A concentragdo do liquido péde ser muito
grande gracas a um forte grau de solubilidade de
seus sais. A pressdo osmoética desta solucao é ca-
paz, nao somente de evitar a passagem de ions do
metal para o liquido, como ainda agir em sentido
contrario.
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Ela vence a atragdo eletrostatica entre ions do
metal e o liquido, produzindo o depésito de ions
positivos no metal. Este terd entdo um potencial
positivo, como acontece com 0 mercurio, o cobre,
a prata etc.

3. — O terceiro caso que se pode dar é aquele
em que a pressdo de dissolucdo do metal seja exa-
tamente equilibrada pela pressdo osmoética da so-
lucdo. '

Neste caso havera sempre equilibrio de cargas
elétricas e o potencial serd sempre nulo.

Desta série de fatos nés podemos tirar uma
explicacdo préatica, tal como a de se poder deter-
minar a concentrag¢dao ionica de uma solugdao por
meio da medida do potencial de um sistema for-
mado.

Baseado nas leis de Van t’Hoff, que estabele-
cem a analogia das solugGes com os gases perfei-
tos, Nernst estabeleceu a equacao que regula este
fenémeno.

O metal que se introduz no liquido possue, va-
mos supor, uma pressao de dissolugdo igual a P.
Esta dissolucdo vai cessar quando a pressao os-
mética p do liquido for igual a P.

A pressdo osmoética tem, segundo Van t’Hoff,
o seu valor representado por uma equacao analoga
a dos gases:

wVY=nRT

E, quando fazemos passar um ion-grama da so-
lugdo para o metal e vice-versa, estamos realizan-
do um trabalho que tem a mesma expressao que

3
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aquele necessario para fazer a passagem de um gas
de uma press3o p a outra P, e vice-versa.

P
E = RT loge —
p
Nas solucdes, cada ion-grama realiza o traba-
lho de um faraday, e temos entdo a seguinte
equagao:

RT 5
E—=—1Iloge —
nF p

sendo E o trabalho realizado, potencial elétrico ou
forca eletromotora; R a constante dos gases per-
feitos (8,32 volt-coulombs) T a temperatura abso-
luta; n a valéncia do ion e F' o faraday (96.500
coulombs).

Vé-se pois que, se conhecermos o valor de P,
torna-se facil determinarmos o de p ou seja, a con-
centracdo idnica de uma solugao.

Na préatica isto se realiza comparando-se o po-
tencial de uma pilha assim constituida com o de
uma outra, padrdo, cuja concentracao idnica seja
previamente conhecida. Unindo estas duas pilhas
vamos obter uma diferenca de potencial que pode
assim ser representada:

RT RT
E—Eo——1logeCi— ——1loge C:
nF nF
ou
RT

E =Eo + — 2,303 (logw Ci — log1 C:)
nF



ou ainda:
2,303 X RT C:
E == En + e e logw —_—
nF C:
em que

E é o potencial do eletrodo da solucao cuja
concentracdo C: é conhecida e Ev é o potencial do
eletrodo da solucao desconhecida, cuja concen-
tracao é Co.

Este é o caso mais simples, constituido pelas
chamadas “pilhas de concentracao”.

Comumente utilizamos os eletrodos de segun-
da natureza que s3ao representados por um metal
mergulhado numa solucao saturada de um dos seus
sais, na presenca desse sal no estado sélido.

Ao se unir um desses potenciais a um outro de
referéncia com o qual deve ser comparado, forma-
mos um circuito fechado e, se a mobilidade de ions
de um e outro lado for diferente, teremos uma di-
ferenca de potencial devida, simplesmente, a jun-
¢ao de liquido para liquido.

Habitualmente se evita este inconveniente, fa-
zendo-se ligar as duas pihas por uma ponte cons-
tituida por solucao saturada de cloreto de po-
tassio.

A diferenca de potencial entre liquido e liquido
tera, aqui, entdo, o seguinte valor:

==V R C:
E = — : log
u-+v nF C:
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onde:

u — Velocidade do anion Cl—
v — Velocidade do cation K+

Se a solugdo for saturada, u e v tém o mesmo
valor; o primeiro termo entdo se anulara e ndo
havera diferenca de potencial.



POTENCIAL DE OXIDO-REDUGAO

Um caracter comum de quasi todas as reagoes
que se passam nos meios celulares, é a reversibili-
dade.

Nas reacdes de oxidacdo e redugdo, onde existe
essa reversibilidade, o processo final é determina-
do quando se atinge a um equilibrio entre a forma
oxidada e a reduzida.

Esse ponto final de equilibrio depende, natural-
mente, da capacidade redutora ou oxidante do
meio.

Vamos tomar aqui o exemplo cldssico da oxi-
dacdo do ferro para melhor se compreender o fe-
némeno e ao mesmo tempo ter-se uma idéia do
processo de determinagdo do potencial elétrico de
um sistema de oxido-reducao.

Imaginemos o caso da oxidacdao de um sal fer-
roso em sal férrico. Tomemos duas solucdes, cada
uma das quais contendo proporg¢oes diferentes de
ions ferrosos e férricos:

Fet* e Fet*++

em concentracoes diferentes. Mergulhemos um
eletrodo inerte em cada uma delas e, por meio de
um condutor elétrico, fechemos o circuito, for-
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mando assim uma pilha de funcionamento rever-
sivel.

Possuindo essas solucdes, concentracdes dife-
rentes de ions, o transporte de eletrons que se ve-
rifica através o condutor, condiciona uma forca
eletromotora cuja intensidade péde ser medida e,
segundo Van t’Hoff, determina a atividade da
reacdo. Neste caso podemos medir a concentracao
da forma oxidada de uma das solucdes simples-
mente pela determinacao desta forca eletromo-
tora. Isto se tomarmos a outra como compara-
cdo, conhecendo naturalmente a proporcdo de for-
mas oxidadas e reduzidas e o seu respetivo po-
tencial.

Podemos aplicar a férmula de Nernst para a
determinacao da forca eletromotora assim forma-
da no circuito:

RT  [Fet+ ]

Eh = Eo — log
- [Fet++]
E, generalizando-a para todos os casos, vem:
: RT [Red]
Eh = Eo— log
nF [Oxi]

Eh ¢ a diferenca de potencial observada entre o
eletrodo da solucao e o eletrodo normal pa-
drao de hidrogénio;

E o € caracteristica constante de cada sistema de
oxido-reducdao em equilibrio. E, se fizermos a

[Red]
relagdo ———— — 1, E o sera igual a Eh.
[Oxi]
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Ja que o hidrogénio tem uma funcdo funda-
mental no equilibrio das reagdes de oxido-redu-
cdo, como ja vimos linhas atras, podemos consi-
derar que esse sistema esta em equilibrio com ions
hidrogénio. E a concentracao destes, por sua vez,
esta na dependéncia do hidrogénio molecular (H),
em virtude da bem conhecida relagao entre ele-
mentos dissociados e ndo dissociados.

Como consequéncia, pode tirar-se logo a se-
guinte conclusao, que exprime a relacao entre ca-
pacidade de oxidacao do sistema e pressao de hi-
drogénio no mesmo: “a todo potencial de oxido-
reducdo de um sistema corresponde uma pressao
de hidrogénio”. Esta pressao serd tanto maior
quanto menor for o poder de oxidagao e vice-versa.

E isto é claro, pois que um sistema € facilmente
oxidavel quando tem grande facilidade em perder
eletrons. Esses eletrons devem ser equilibrados
pelas cargas positivas do hidrogénio ionisado. Se
a ionisacio deste é grande, a sua forma molecular
diminue e, por conseguinte, sera pequena a pressao.

Notacao rH

Indiretamente podera a pressao de hidrogénio
de uma solucdo indicar a capacidade de oxido-re-
ducido do sistema. Acontece porém que os valores
desta pressao, expressos em atmosferas, sio mui-
to pequenos, representando portanto, fragdes mi-
nimas. Mansfield Clark propds, em analogia com
a nota¢do pH de Sorensen, exprimir essa concen-
tragio molecular pelo seu logaritmo sem 0 sinal
negativo precedido do simbolo rH. Assim:

rH — —logaritmo da pressdo de hidrogénio

Se, por exemplo, a pressdo deste hidrogénio,
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como acontece em certos meios celulares, corres-
1 .
. _ qe
ponde a —— de 1 atmosfera, ou seja 10— po-
1012 .
demos escrever da seguinte maneira:

rtH — 12

Naturalmente que a concentracdo de ions hi-
drogénio do meio, ou seja, o pH, ha de ter uma in-
fluéncia muito grande nessa capacidade de oxido-
reducao.

De fato, um pH menor, trazendo uma maior
concentracdo de ions H com carga positiva, ha de
influenciar sobre a perda de eletrons do sistema
oxidado, no sentido de facilitar esse fenomeno, e
vice-versa. Dai a importancia capital de se verifi-
car o pH do meio quando se determina o seu po-
tencial de oxido-reducao.

Pela feliz analogia, esse modo de representa-
cao criado por Clark fez época em tempos atras.
Agora, porém, vai sendo pouco a pouco posto de
parte; e procura-se representar o potencial de
oxido-reducao diretamente em milivolts, relacio-
nado com o eletrodo normal de hidrogénio.

Nao se ha de negar que, para o caso da concen-
tracao de ions hidrogénio de uma solugao, a re-
presentacao logaritmica traz facilidades tipogra-
ficas a0 mesmo tempo que da uma idéia imediata
da grandeza dessa concentracgao.

O mesmo n3o acontece porém no caso da pres-
sao de hidrogénio. Esta possue uma zona de varia-
¢do muito extensa e a sua expressao ndo nos pode
dar uma nog¢ao imediata de seu valor; enquanto
que a representacao em milivolts, com um limite
de variacao mais reduzido, traz maiores facilidades.



PROCESSOS DE DETERMINAGAO

Em analogia com os meios de determinagao
do pH de uma solugdo, existem dois métodos para
a determinacao do potenc1a1 criado por um siste-
ma oxido-redutor: eletro métrico e colorimétrico.

a) Eletrométrico.

E o método mais geral e aquele que nds pode-
riamos chamar de direto, por determinar direta-
mente o valor da forca eletromotora criada pela
diferenca de potencial entre o sistema a estudar
e um outro de valor conhecido.

Esta medida se faz empregando o principio da
oposu;ao de Poggendorf, que consiste em se opor
a forca eletromotora assim criada, uma outra de
valor bem conhecido.

Uma resisténcia constituida por um fio meta-
lico muito homogéneo em natureza e dimensoes
fara criar uma resisténcia a passagem da corrente
mais forte até igualar sua intensidade a da outra.
Neste ponto, um galvanometro disposto no dis-
positivo acusara a igualdade.
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Da relagdo entre os segmentos do fio que ser-
viu de resisténcia e o valor da forca eletromotora
de oposicdo, valor este que € conhecido por ser
fornecido por uma célula padrao tipo Weston,
péde determinar-se facilmente o valor da forga
eletromotora criada pelo sistema que esta sendo
estudado.

A diferenca entre a leitura encontrada para esta
e o potencial de referéncia, geralmente constitui-
do por um eletrodo de calomelanos, dara o valor
do potencial de oxido-reducdao na temperatura em
que se realizou a experiéncia e no pH que for de-
terminado.

b) Colorimétrico.

Uma das consequéncias bastante interessantes
e de grande utilidade dos estudos de Clark, foi o
estabelecimento de uma grande série de substan-
cias corantes que, pela sua colorag¢ao ou descolora-
cdo, podem indicar o potencial de oxido-redugao
dos sistemas a que forem adicionadas.

Muitas substancias corantes, de natureza qui-
mica a mais variada (indo-fenéis, indigo, etc.)
tornam-se incolores quando reduzidas. Cada um
desses corantes tem a sua reducdo, isto é, uma
passagem para leuco-derivado em um potencial
proéprio.

Clark poéde conseguir entao uma escala de co-
rantes que se tornam incolores pela reducao e
disp6-los em uma tal ordem que um seja oxidante
em relacao ao que lhe vier logo abaixo.

A seguir vamos reproduzir a escala acrescida
agora de um maior nimero de substancias estuda-
das, a qual existe tambem em qualquer manual
que trate do assunto.
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Indicadores |Eo (volt)

| pH = 1,

m. bromofenol indofenol ........... - 0,248
o. clorofenol indofenol ............. -+ 0,233
cloreto de azul de fenol ............ -+ 0,227
2.6 diclorofenol indofenol .......... -+ 0,217
m. cresol indofenol .............. -+ 0,210
o. cresol indofenol ............ ... - 0,195
2.6 diclorofenol-indo-o-cresol ....... -- 0,181
1 naftol 2 sulfonato indofenol ....... -+ 0,123
cloreto de azul de toluileno ........ + 0,115
cloreto de azul de cresil brilhante .. -+ 0,047
azul de metileno ...........oiann 4+ 0,011
azul de toluidina ..........c.ccouennn -+ 0,011
tetrasulfonato de indigo ........... — 0,046
azul de metil capri ................ — 0,061
trisulfonato de indigo .............. — 0,081
azul de Nilo ......civviiiiinnaeens — 0,122
disulfonato de indigo .............. — 0,125
monosulfonato de indigo ........... — 0,150
violeta de cresil ..........c.oiiiinnn — 0,167
AZUL TIEULTO .o s o o o oimaie e o s 8% 4 5iai0 50 — 0,192
sulfonato de beta antraquinona ..... — 0,250
verde de Janus ............. ... — 0,258
safranina T ...ttt — 0,289
vermelho neutro ................... — 0,340
etilviologenio ...................... — 0,449




IMPORTANCIA BIOLGGICA

J4 ha muito tempo que a reducao de certos co-
rantes, com respetiva mudanga de cor, foi utilizada
em biologia para a verificagdo do estado de fun-
cionamento de certos tecidos.

A primeira tentativa de avaliacdo do grau do
potencial de oxido-redugdo dos tecidos foi feita
por Ehrlich. Introduzindo nos varios tecidos ma-
térias corantes diversas, pode ele verificar que
cada um tem poder de oxido-reducdo diferente e
os dividiu logo em trés grupos:

1.°) tecidos que reduzem O indo-fenol e que
tém, entdo, alto potencial;

2.°) tecidos que reduzem o indo-fenol mas que
nio reduzem o azul de alizarina. Estes tém uma
capacidade média;

3.°) tecidos que reduzem o azul de alizarina,
tendo entdo um potencial baixo.

Ao primeiro grupo fazem parte, principalmen-
te, a matéria cinzenta do cérebro, o coragao, etc.
Ao segundo pertencem a maioria dos tecidos e ao
terceiro fazem parte o tecido pulmonar, o tecido
hepatico e as gorduras.

Em condicdes patolégicas estas propriedades
se modificam inteiramente.
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A determinac¢do do potencial de oxido-reducio
de um tecido, foi sempre rodeada de um grande
numero de dificuldades.

Na manipulacdo para se obter os sucos dos te-
cidos para a determinacgdo eletrométrica, qualquer
tragco de oxigénio influencia de uma maneira ex-
tremamente sensivel.

A introducdo de indicadores corados nio pode
ser realizada sindo mais contemporaneamente
quando Chamber desenvolveu o séu método de
micro-disseccado.

Aplicando este método, Needham péde, por in-
jecdo de indicadores no interior da célula, deter-
minar o seu rH. Interessante conclusio de suas
pesquizas foi a diferenca encontrada entre as célu-
las animais e vegetais, entre células anaerébias e
aerobias.

Para as células animais foi encontrado um rH
em torno de 19 a 20 ou seja, um potencial cerca
de 0,200 volts e, para as vegetais, entre 14 e 18 ou
seja, um potencial em torno de —0,081 e }-0,120.

Para as células anaerébias achou-se um rH os-
cilando entre 13 e O, o que corresponde a um po-
tencial de 0,081 a —0,450.

Joyet-Lavergne determinou nas células as zo-
nas em que os processos de oxido-redugio sio mais
intensos e verificou que elas correspondiam sem-
pre a uma concentraciao mais rica em glutationa.

Benzancon e Wolff estudaram o poder oxido-
redutor da célula renal e observaram que a elimi-
nacao do azul de metileno, nas formas corada ou
leuco, dependia do pH. E que na diurese o rim
deveria ser a séde de reagdes quimicas que corres-
pondem a um rH = 15.
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Relagdao muito interessante se acha entre as
vitaminas e a manutencao do equilibrio do poten-
cial de oxido-redugdo nos seres vivos.

A identificacdo do acido ascoérbico com a vita-
mina C e a da citoflavina com a vitamina B: e
ainda as capacidades fortemente redutoras dessas
duas substancias, fez nascer logo a idéia de que
um papel muito importante deveria ser por elas
representado na regulacao destes fenéomenos bio-
légicos.

Um grande numero de trabalhos tem sido rea-
lizado nestes ultimos tempos, sobretudo por Guz-
mann Barron e seus associados, nos Estados Uni-
dos. A literatura do assunto tem apresentado re-
sultados pouco concordantes, e as vezes mesmo,
contraditérios, de modo que nao podemos conhe-
cer no momento atual, a natureza e o mecanismo
intimo desta a¢ao reguladora. Um futuro bem pro-
ximo, entretanto, muito ha de dizer.

De todas as pesquizas realizadas, tem-se veri-
ficado sempre uma grande constancia do potencial
de oxidacdo, apesar das inlimeras variagbes que se
realizam nos seres vivos em pleno estado de fun-
cionamento. '

De certo que ha de haver para estes casos, um
mecanismo regulador, assim como existe um ja
bem conhecido relativamente, que mantem o equi-
librio acido-basico.

Em um sistema simples, constituido por um
corante e um redutor, podemos verificar, conforme
curvas que apresentamos no fim deste trabalho,
uma modificacao relativamente pequena, apesar
das grandes variacOes da substancia redutora adi-
cionada.
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Estas curvas tém sempre o mesmo aspeto € a
sua posicdo, isto é, o valor do potencial depende
do pH em que a reagdo ¢ realizada.

A regulagdo deste equilibrio esta entao na de-
pendéncia dos ions H*. Nos tecidos tambem exis-
tem substancias capazes de regular a pressao de
hidrogénio, mantendo constante o potencial de
oxido-reducao.

Estas substdncias sdo chamadas substancias
tampoes de oxido-redugdo e entre elas figuram até
agora como capazes de realizar esse fendomeno,
as seguintes:

a) Acido ascoérbico;
b) Citocromo;
c¢) Citoflavina;

e provavelmente quasi todos os corpcs eletroativos
dos quais ja fizemos referéncia atras.
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Vamos agora passar ao estudo do modo pelo
qual se péde realizar a medida eletrométrica de
um sistema de oxido-redugao.

Descreveremos em primeiro lugar toda a dis-
posicdo do aparelho necessario e em seguida apre-
sentaremos os resultados que obtivemos em de-
terminacdes realizadas com alguns dos indicado-
res vitais mais conhecidos.

Uma vista de conjunto é dada pelo esquema
das figuras apresentadas no fim deste trabalho.

A determinacio do potencial normal de um sis-
tema, isto é, o potencial quando suas formas oxi-
dada e reduzida se acham na mesma concentracao,
tem de ser realizada em um meio isento de oxigé-
nio e obedece aos principios gerais da potencio-
metria. E o que se realiza nesse dispositivo.
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Vejamos parceladamente cada uma das partes
constituintes deste conjunto.

POTENCIOMETRO CELPADA  GAGVANIM ACUMUL

Aparelho

1.°) Atmosfera de azoto.

Para se realizar a determinacao de um poten-
cial desta natureza, o melhor processo é fazer-se
afastar a influéncia do oxigénio, criando-se uma
atmosfera de azoto. :

No frasco de titulacdo que contém a substan-
cia a estudar, faz-se passar, 1/2 hora antes e du-
rante toda a operacdo de determinac¢do, uma cor-
rente de azoto. Como mostra o esquema, este gas
borbulha no liquido. E levado por um tubo de vi-
dro até o fundo deste e sai por um escapamento
superior arrastando todo o oxigénio do ar atmos-
férico.

A pureza do azoto € condicao essencial. De
principio ndo o obtivemos com facilidade; o nosso
azoto tinha uma certa porcentagem de oxigénio
que os processos de purificacdo utilizados foram
insuficientes para retirar. Depois, com a General
Electric obtivemos um gas em grande grau de pu-



. B 2

reza, que € justamente o material utilizado na fa-
bricacao de lampadas elétricas.

Este gas ao sair de seu reservatorio é feito
passar por uma solucdo de pirogalato de potassio,
a seguir por uma outra de sulfito alcalino e por
ultimo séco em um tubo com cloreto de calcio
anhidro.

A solugao de pirogalato foi assim preparada,
de acordo com Haldane (Methods of air analysis
1925) : em 100 cc. de uma solucgao saturada de KOH
dissolvemos 10 gr. de acido pirogalico, arrolhamos
e guardamos, pois as solucdes mais velhas absor-
vem mais oxigénio.

O hidrosulfito foi dissolvido na proporgao de
20 gr. em 100 cc. de uma solucao de NaOH a 50 9,.

Com este azoto estavamos seguros da auséncia
completa do oxigénio. Tivemos a oportunidade de
deixar por mais de uma hora este gas borbulhan-
do em uma solucio de forma reduzida de um
corante, sem que obtivessemos o menor sinal de
coloracao.

2.°) Frasco de titulagao.

Este é um frasco de bda procedéncia (Jena ou
Pyrex) de uma capacidade de 200 cc., de gargalo
largo, fechado por uma rolha de borracha com 5
orificios. Por estes orificios passam: os dois tubos
de entrada e saida do azoto, o eletrodo inatacavel
de platina que vai ao potenciémetro, a ponte de
agar que vai estabelecer o contacto com uma cé-
lula de potencial conhecido — o eletrodo de calo-
melanos — e, por ultimo, a bureta especial que
contém a solucdo da substidncia redutora.
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3.°) Eletrodo de calomelanos.

Este tem um potencial determinado para cada
temperatura e devera ser relacionado com o poten-
cial do sistema estudado.

E constituido por mercirio e calomelanos, co-
bertos de uma solucdo de cloreto de potassio. Esta
solucao deve ser saturada, normal ou 0,1 normal.
A primeira tem a vantagem de ser mais estavel
e de facil preparagdo. Este eletrodo é assim pre-
parado:

Em um frasco de capacidade de 150 cc., apro-
ximadamente, de forma tal como a mostrada no
esquema, colcca-se uma camada de merctrio cui-
dadosamente purificado; a seguir uma outra de
uma pasta de mercurio e calomelanos e por ultimo
a solugdo saturada de cloreto de potassio.

A pasta de mercurio € obtida fazendo-se mistu-
rar intimamente em um gral, partes iguais de ca-
lomelanos e merctrio até que o todo seja reduzido
a particulas muito finas. Em seguida lava-se mui-
tas vezes essa mistura com a solugido saturada de
cloreto de potassio.

Uma rolha de borracha com dois orificios para
permitir a passagem da ponte de agar e do eletro-
do de platina, fecha esse vaso.

O potencial deste eletrodo de referéncia varia
com a temperatura e o seu coeficiente de tempe-
ratura absoluta é —0,00020.
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A seguir apresentamos uma tabela que nos da
o valor deste potencial em diversas temperaturas:
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ELETRODO DE CALOMELANOS

Valores dos potenciais em diversas tempera-
turas, para solucdo saturada.

Temperatura Volts
15° 0,2525
16° 0,2515
17 0,2509
18° 0,2503
19° 0,2495
20° 0,2488
21° 0,2482
22 0,2475
23° 0,2468
24° 0,2463
25° 0,2458
30° : 0,2420
35° 0,2380
37° 0,2355
38° 0,2350

4.°) Bureta especial.

E uma bureta comum de 25 cc. quadrada ao
0,1 cc. e tendo a extremidade superior fechada por
uma torneira terminando com uma ponta capilar.
Através desta torneira faz-se o vacuo na bureta e
depois enche-se com a solucao do redutor.
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5.°) Ponte de agar.

S3do preparadas da seguinte maneira. Tubos de
' vidro de 4 mm. de espessura sao curvados duas ve-
zes em angulo reto, constituindo verdadeiros si-
foes, e cheios de uma geléia de agar saturada de
cloreto de potassio.

Para se preparar esta geléia, aquecem-se 30 gr.
de cloreto de potassio e 3 gr. de agar em 100 cc.
de agua destilada até que tudo se dissolva e o li-
quido fique limpido. Ainda quente, enche-se os
tubos de vidro com ela, tendo-se o cuidado de
evitar bolhas de ar. Ao se resfriar a geléia se so-
lidifica.

As pontes assim preparadas sao guardadas
com as suas duas extremidades imersas em uma
solucao de cloreto de potassio. Se ficaram expos-
tas ao ar, a geléia pode secar-se e permitir a pene-
tracao de bolhas de ar que irdao aumentar a resis-
téncia da ponte.

6.°) Eletrodos de platina.

Sao facilmente preparados fazendo-se prender
ao magarico um pequeno fio de platina a extremi-
dade de um tubo de vidro com a mesma espessura
daqueles que foram utilizados para a preparacdo
das pontes de agar. A solda é feita de tal modo
que fique, para o exterior, um segmento de 1 a 1,5
cm. e para a luz do tubo, apenas 0,5 cm. do fio de
platina. A extremidade interior é coberta de mer-
curio metalico no qual vai ser imersa a extremi-
dade do fio que deverad por em ligacdo este ele-
trodo com o potencidometro.
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7.°) Potenciometro.

O aparelho que usamos € do tipo fornecido por
Baird Talbock (Londres). Tem a vantagem de
permitir a determinacdo até de 0,0002 de volt.

Este aparelho possue ainda trés pares de bor-
nes onde se podem ligar trés sistemas diferentes,
0 que permite trés determinacdes sem ser neces-
sario desligarem-se uns fios para se ligarem outros.

8.%) Célula padrao.

A forca eletromotora de oposicido deve ser mui-
to continua. Em geral é fornecida por um acumu-
lador comum, o de automovel, por exemplo. Esta
fonte deve produzir 2 volts pelo minimo. A sua
medida exata é feita por comparacio com uma
célula padrdo. Ela passa por uma resisténcia do
potenciometro e é reduzida exatamente a uma vol-
tagem correspondente a 1,0186 volts, oposta pela
célula padrao tipo Weston.

Esta célula padrdo de que nos utilizdmos foi
gentilmente emprestada pela Escola Nacional de
Engenharia e recentemente controlada.

9.°) Galvanémetro.

Varios tipos podem ser usados. Nos experimen-
tamos o capilar de mercurio, mas € pouco préatico.
Em todas as determinacoes utilizimos o galvano-
metro de corda, fabricado por Max Kohl, que satis-
faz pela sua sensibilidade.




TECNICA DA DETERMINAGAO

Para se determinar o potencial normal de um
indicador, ou seja, o seu potencial quando a rela-
¢do entre as suas formas oxidada e reduzida ¢ igual
a unidade, segue-se sempre o seguinte processo:

1.°) Colocar no frasco de titulacdo uma deter-
minada quantidade da solugdo da substancia. Esta
solucdo péde ser M/500 ou M/750, sendo o corante
dissolvido em uma solugdo tampao do pH que se
quer estudar. Deve ser feita a lavagem, muito cui-
dadosa de todo o vasilhame empregado (sabao,
mistura sulfo-cromica, agua destilada, etc.).

2.°) Borbulhamento de azoto isento de oxigeé-
nio através o corante, pelo menos durante 30 mi-
nutos.

3.°) Borbulhamento de azoto na solugdo tam-
pdo na qual se vai dissolver o hidrosulfito de sodio.

4.°) Pesagem do hidrosulfito de so6dio. Faz-se
geralmente uma solucdo M/750 (0,117 gr. em
1000 cc. da solucdo tampdo) que se coloca na bu-
reta especial.

5°) Medir o potencial do indicador, varias
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vezes até se obter valores constantes, e depois dei-
xar cair, fracionadamente, o redutor da bureta.
Anotar os resultados e estabelecer a curva.

Esta curva que tem sempre o mesmo aspeto,
vai mostrar os diversos valores do potencial do
corante em relacao a proporcao entre suas formas
oxidada e reduzida e ao pH do meio. O seu ponto
de inflexao marca o potencial normal.

A maioria de nossas determinacGes foram rea-
lizadas em um pH igual a 7,00.
- Uma solucdo tampao com este pH pdde ser pre-
parada, de acordo com os trabalhos de Clark, da
seguinte maneira:

NaOH 0,1 N 29,63 cc.
KHPO' 0,1 molar 50,00 cc.
Agua distilada q. s. p. 100,00 cc.

Realizamos sempre as determinacdes eletromé-
tricas e colorimétricas do pH destas misturas, das
solugcoes do corante e do redutor e do final da ti-
tulacao, encontrando sempre valores concordantes.

A dissolu¢ao do hidrosulfito faz elevar um
pouco o pH; para evitar isto, deve-se dissolvé-lo
em uma solucao com pH um pouco inferior a 7
(6,90).

A determinacao eletrométrica foi realizada si-
multaneamente no mesmo potencidémetro, usando
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sempre o eletrodo de quinidrona, por trabalharmos
com pH inferior a 8,00

Para o calculo empregamos a seguinte féormula,
deduzida da equacdo de Nernst:

0,4532 — 0,00009 (t-25°)— Leitura

pH =
0,0591 - 0,0002 (t-25°)

'A seguir vamos mostrar 0s resultados das
nossas determinacdes que sdo inteiramente con-
cordantes com os resultados achados por todos os
que tém trabalhado neste sentido.

Primeiro mostramos um corante com alto po-
tencial normal, trés outros de potencial médio e
um de potencial baixo. Estes corantes sdao todos
de emprego relativamente frequente nas colora-
coOes vitais.

2:6 dicloro-fenol-indo-fenol

Solugio M/750 — 5cc.
Redutor: Na:S:0:
'~ inicial =700
pH
final — 7,04

Temperatura — 30°
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Potencial do eletrodo de calomelanos — 0,2420.
Potencial normal — -+ 0217 (Wurmser).

Eh | Ccdoredutor | Eo (volts)
| M/500 \

-+0,140 [ 0 l -+0,382
40,081 | | 0323
10,022 | | 0,264
40,008 | l 0,250
008 < 1 | 0,239
—0,014 | | 0,228
—0,020 | 0,222
—0,022 | } 0,220
—0,024 | 2 | 0,218
—0,025 | 0,217
—0,026 | 0,216
0,027 | 0,215
—0,028 | | 0,214
—0,030 | 3 0212
—0,034 | 0,208
—0,038 | 0,204
—0,045 | | 0,197
—0,050 | 4 0,192
—0,060 | | 0,182

—0,072 | | 0,170 -

| |

) —0,160 0,080
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Azul de toluidina:
Solugao M/750 — 10 cc.
Redutor — Na:=S:0: M/500
inicial — 7,00
pH
final — 7,00
Temperatura — 25°.
Potencial do eletrodo de calomelanos —

— 0,2458.

Potencial normal — —0,011 (Wurmser).
Eh | Ccdoredutor | Eo
—0,029 | 0 | 40,216
0,141 | [ 0,104
0,182 \ ] 0,063
0,191 | | 0,047
0,207 ! 1 | 0,038
0,212 | | 0,033
0,214 \ | 0,031
0,219 \ | 0,026
0,223 | 2 \ 0,022
0,226 \ | 0,019
0,230 | | 0,015
0,233 | | 0,012
0,238 | 3 \ 0,007
0,244 [ l 0,001
0,253 | | —0,008
0,279 | 4 | —0,019
0,310 | | —0,064

Resultado: Potencial normal encontrado —
—0,012.
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Azul de metileno.
Solucao M/750 — 10 cc.
Redutor — Na:8:0: M/500
H inicial — 7,00
PH-7  final — 7,07
Temperatura — 26°.
Potencial do eletrodo de calomelanos — 0,2455.
Potencial normal — —0,011 (Wurmser).

Eh | Ccdoredutor | Eo
—0,042 [ 0 | 40,213
0,192 | 0,054
0,208 | | 0,037
0,214 | | 0,031
0,220 | 1 | 0,025
0,221 | | 0,024
0223 | | 0,022
0,225 | [ 0,020
0,226 | 2 0,019
0,227 | [ 0,018
0,228 | 0,017
0,220 | | 0,016
0,230 | 3 [ 0,015
0,231 | | 0,014
0,231 | | 0,014
0,232 | | 0,013
0,233 I 4 | 0,012
0,235 l | 0,010
0,238 | | 0,007
0,244 | | 0,001
0,255 | 5 | —0,010
I |

0,270




N

1 normal encontrado

Potencia

Resultado
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Tetrasulfonato de indigo.
Solugao — M/750 — 10 cc.
Redutor — Na:S:0+ M/500
} inicial — 7,00
P final — 17,03
Temperatura — 30°.
Potencial do eletrodo de calomelanos —

—0,2420. :

Potencial normal — —0,046 (Wurmser).
Eh | Ccdoredutor | Eo
—0,133 | 0 | 0,109
0,207 | | 0,035
0,229 | | 0,013
0,237 | | 0,005
0,248 | 1 | —0,006
0,253 | | —0,011
0,258 | | —0,016
0,262 ] | —0,020
0,265 | 2 | —0,023
0,269 | | —0,027
8272 -] | —9,030
0,275 | | —0,033
0,278 | 3 | —o0,036
0,280 | | —0,038
0,282 | | —0,040
0,286 | | —0,044
0,289 ] 4 | —0,047
0,203 | | —o0,051
0,297 | | —0,055
0,304 | | —0,062
0,311 { 5 | —0,069
0,452 ] | —0,204
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Resultado: Potencial normal encontrado: —
—0,044.
Vermelho neutro.
Solucio M/750 — 10 cc.
Redutor — Na:S:0: M/500
inicial — 7,00
pH
final — 7,04
Temperatura — 27°.

Potencial do eletrodo de calomelanos — 0,2450.
Potencial normal — 0,330 (Wurmser).

Eh | Ccdoredutor | Eo
D1z | 0 | —o0,232
30,532 | | —o0,287
0,554 | - —0,309
0,558 | [ b33
0,562 | 1 I~ 0,317
0,566 | | —o0,321
0,569 | | —o0,324
0,573 | | —0,328
0,577 | 2 | —o0,332
0,584 | | —0,339
0,587 | | —0,342
0,502 | [ —0,347
0,506 | 3 - —0,351
0,612 | | —0,367
0,640 | —0,395

Resultado: Potencial normal encontrado: —
—0,330.
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Para verificar agora a influéncia do pH sobre
o potencial de oxido-reducao, repetimos a deter-
minagdo do potencial do tetrasulfonato de indigo,
em meios de concentracdo de hidrogénio mais for-
te: pH — 6,00 e pH — 5,00.

Tetrasulfonato de indigo.

Solugiao — M/750 — 10 cc.
Redutor — Na:S:0: M/500

[' final —6,0

pH
inicial —6,0

Temperatura — 27°.
Potencial do eletrodo de calomelanos — 0,2450.

Eh | Ccdoredutor | Eo
—0,040 | 0 | -+0,205
0,130 | 0,115
0,153 | | 0,092
0,178 | | 0,067
0,194 | 1 | 0,051
0,211 | | 0,034
0,218 | | 0,027
0,224 | | 0,021
0,228 | 2 | 0,017
0,233 | | 0,012
| |

0,236 0,009
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0,238 [ ] 0,007
0,240 | 3 ] 0,005
0,243 } | 0,002
0,245 [ [ 0,000
0,246 | | —o0,001
0,248 ] 4 | —0,003
0,250 } | —0,005
0,253 | | —0,008
0,260 | | —o0,015
0,265 | 5 | —0,020
0,288 | | —0,033
0,295 | | —0,050
0,270 | | 0,028
0,320 ] 5 | 0,078
Resultado: Potencial normal encontrado —
—0,045.
Eh | Ccderedutor | Eo
0,380 | | —0,135

Resultado: Potencial normal encontrado: —
—0,006.

Tetrasulfonato de indigo.

Solugao — M/750 10 cc.
Redutor — Na:S:0: M/500

inicial — 5,00
pH
final — 5,00




=

Temperatura — 29°
Potencial do eletrodo de calomelanos —
—0,2420.

Eh | CCderedutor | Eo
—0,105 I 0 | +0,137
0,138 | 0,104
0,157 | | 0,085
0,160 | | 0,082
0,172 | 1 | 0,070
0,178 | 0,064
0,180 | 0,062
0,186 | | 0,056
0,189 | 2 | 0,053
0,193 | | 0,049
0,195 i | 0,047
0,197 | 0,045
0,199 | 3 0,043
0,205 I | 0,037
0,210 | 0,032
0,215 : l 0,027
0,220 | 4 0,022
0,226 | | 0,016
0,235 | 0,007







CONCLUSOES

I

O estudo dos fendmenos de oxidacao e reducdo
tem grande importancia em biologia porque per-
mite um conhecimento mais aprofundado das va-
rias manifestacdes da energia que apresentam o0s
seres vivos.

II

As diversas substincias celulares capazes de
tomar parte nesses fendmenos de reversibilidade,
se mantém em um estado de equilibrio constante
que péde ser definido por um potencial elétrico

Red
cujo valor nos da a relacao ———.
Oxi

I1I

A técnica para a determinacdo do potencial de
oxido-reducdo é minuciosamente descrita.

v

Os resultados encontrados para os valores dos
potenciais normais de alguns corantes vitais con-
cordam com os que tém sido determinados por ou-
tros pesquizadores.
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