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Sistema-Tampio

Aestrutura de muitas moléculas presentes na composigéo celular e, por conseguinte, a grande maioria dos processos
bioquimicos sdo extremamente sensiveis a variacdes de pH. Nos seres humanos, o pH plasmético deve ser mantido em
torno de 7,4 em uma faixa muito estreita de variagdo — decréscimos a valores préximos de 7,0 tém sérias conseqiién-
cias. Intracelularmente, a restrigdo se repete: um exemplo suficiente da importéncia do pH na fisiologia celular é dado
pela sua interferéncia na atividade das enzimas, catalisadores de todas as reacdes quimicas celulares. Muitas destas
reagdes processam-se com liberagdo ou captacéo de prétons do meio aquoso em que estdo dissolvidas as substancias
presentes na célula. Ainda assim, o valor do pH celular ou plasmatico é mantido praticamente fixo. A manutencéo do
pH ideal é conseguida pelos seres vivos gragas a existéncia dos sistemas-tampiio.

1.1 ACIDOS E BASES DE BRONSTED

Para definir sistema-tamp&o e compreender suas propriedades, é necessario recorrer & definigéo de Brénsted para
4cidos e bases. Brénsted definiu dcidos como substéncias capazes de doar prétons e bases como substancias capazes
de recebé-los. Segundo esta definigio, sao classificados como 4cidos, por exemplo, HCI, H,SO,, H,C—COOH, NH,* e
H,C-NH;*, pois podem dissociar-se, liberando prétons: '

HCI — Cl- +  H*
H,SO, N HSO," +  H
H,C-COOH - H,C-COO- +  H*
NH,* - NH, +  H
H,C-NH,* — H,C-NH, + H*

Generalizando, a equagédo de dissocia¢do de um 4cido (HA) é
HA - A + H*

O fon (Cl7, HSO," etc.) — ou a molécula (NH,, H,C-NH,) — resultante da dissociacio é denominado base conjugada
do écido, ja& que pode receber um préton, convertendo-se novamente no dcido conjugado respectivo.

Alguns 4cidos, chamados dcidos fortes, dissociam-se totalmente quando em solugdes diluidas — é o caso, por exem-
plo, de HCl e H,SO;. Outros, os chamados dcidos fracos, ionizam-se muito pouco. Para estes 4cidos, pode-se, portanto,
escrever

HA = A + Hf
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Os acidos fracos sdo caracterizados por sua constante de dissociacio

A equacdo anterior indica que, em solugdo aquosa, o dcido fraco HA dissocia-se, produzindo as espécies A e H*
que, juntamente com a parte ndo-dissociada, HA, compdem um equilibrio quimico. A constante de equilibrio desta
dissociacao é
[A][H']

K, = (HA]

Em reagGes deste tipo, a constante de equilibrio é geralmente chamada constante de dissociagio ou de ionizagdo, re-
presentada por K,. A Tabela 1.1 apresenta alguns dcidos fracos e os valores de sua constante de dissociagdo; sdo todos
acidos fracos, mas com forcas dcidas varidveis (sobre o significado de pK,, ver Secdo 1.3).

Tabela 1.1 Variacdo de forg¢a 4cida entre os dcidos fracos

.
- 1din:
17x10°

- IpK, = pH em que o 4cido estd 50% dissociado.

1.2 SISTEMAS-TAMPAO: DEFINICAO E PROPRIEDADES

- Um sistema-tampao é constituido por um acido fraco e sua base conjugada

Os 4cidos fracos tém para a Bioquimica um interesse particular, pois, junto as suas bases conjugadas, constituem os
sistemas-tampdo, capazes'de impedir grandes variacdes de pH quando da adigdo de outros dcidos ou lcalis.

Segue-se a descri¢do do modo pelo qual um sistema-tampao hipotético — formado pelo 4cido HA e sua base
conjugada A — reage a adi¢do de um &cido forte, ou seja, a adigdo de prétons, j4 que o 4cido forte dissocia-se com-
pletamente. Quando se adiciona H* ao equilibrio formado pelo 4cido, base conjugada e prétons (HA = A + H¥), o
sistema-tampao reage por intermédio da base conjugada (A), que se associa a prétons, transformando-se no acido
(HA). '

Dois aspectos desta associagdo sdo importantes. Primeiramente, o simples fato de haver uma associagéo deixara livre
um niimero de prétons menor do que se a base A ndo estivesse presente, pois, neste caso, todos os prétons adicionados
ficariam livres. Em outras palavras, o pH ird diminuir, mas muito menos do que diminuiria se a mesma quantidade
de prétons fosse adicionada a uma solugdo desprovida da base conjugada de um dcido fraco — uma solugdo de NaCl,
por exemplo.

Em segundo lugar, deve-se notar que o tampéo constitui um equilibrio quimico, regido por uma constante de equi-
librio (K,,) e, por isto, nem todos os prétons adicionados associam-se a base conjugada. Se isto ocorresse, o niimero de
prétons em solucdo seria o mesmo que antes da adi¢do; a concentragdo de A seria menor e a concentragdo de HA seria
maior. Com estes novos valores para as concentragdes das espécies, o valor da constante de equilibrio seria diminui-
do, o que é absurdo.

o A (AN

® o [HA] [HA]T
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Na realidade, embora a maior parte dos prétons adicionados associem-se a A, uma pequena parte fica livre, em solu-
¢éo. O valor final da concentragéo de [H"] ser4, portanto, um pouco maior do que antes da adicdo; o de A serd menor
e o de HA, maior. Desta forma, o valor da constante de equilibrio é mantido:

_ [AIF] _ [ANHT
“ " [HA]  [HAIl

Quando se adiciona um &lcali ao sistema-tampao, o resultado é andlogo ao caso anterior. Os ions OH", provenientes
de um &lcali como NaOH, associam-se com prétons do meio, formando H,O.

OH™ + H* = H,0
A adigdo do élcali corresponde, portanto, a retirada de prétons do meio. Neste caso, o equilibrio quimico que constitui

o tampado reagird por dissociagdo do dcido HA. Entretanto, nem todos os prétons que se associaram a OH~ serdo repos-
tos por esta dissociagdo — se isto ocorresse, novamente ter-se-ia uma variagdo no valor da constante de equilibrio:

_ Al [AINTH"]
T HA] HAN

O que efetivamente ocorre é que a dissociagido do 4cido repde a maior parte mas néo todos os prétons que se asso-
ciaram a OH". Haverd, portanto, uma diminuigéo da concentragdo de prétons, ou um aumento no valor do pH, muito
menor, entretanto, do que aquele que ocorreria se ndo houvesse reposi¢do alguma, como no caso em que a adigio do
élcali fosse feita a 4gua ou a uma solugio de NaCl, por exemplo.

Neste caso, a concentragéo final de H* serd um pouco menor do que a inicial; a de A, maior; e a de HA, menor, man-
tendo o equilibrio:

o = AT _ [ARGCQ
“ " [HA]  [HAN

Concluindo, dissociando o 4cido quando se adiciona um é&lcali ou associando préton e base conjugada quando se
adiciona um acido forte, o sistema-tampao previne varia¢es acentuadas de pH. Esta propriedade é conseqiiéncia da
existéncia concomitante das formas &cido e base conjugada e, embora a soma (HA + A) permanega sempre constante,
a concentragdo das espécies varia de acordo com o tipo — H* ou OH~ — e a quantidade dos fons adicionados.

1.3 FATORES QUE DETERMINAM A EFICIENCIA DE UM SISTEMA-TAMPAO

A eficiéncia de um tampao esta restrita a uma faixa de pH

A solugéo de um écido fraco em dgua apresenta uma concentragdo de HA muito maior do que de A, como resulta-
do da pequena dissociagdo que é caracteristica do dcido fraco. Se esta solugéo for submetida a uma continua adicdo
de dlcali, haverd uma progressiva dissociagdo do 4cido, cuja concentragdo diminuird, e um conseqiiente aumento da
concentragéo de A, acompanhados de aumento no valor de pH. Se a quantidade de 4lcali adicionado for grande, a
concentragéo de HA acaba tornando-se tdo reduzida que passa a ser insuficiente para compensar, com sua dissocia-
cdo, novas adigdes de alcali. A partir deste ponto, o pH sofrera aumentos significativos a cada nova adigéo de &lcali,
mostrando que o sistema perdeu suas propriedades de tamp&o. O mesmo ocorrerd quando, com constante adigdo de
protons, esgotar-se praticamente a espécie base conjugada — novas adigdes de prétons, que ndo encontrario mais base
conjugada a qual associar-se (e, portanto, permanecerdo em solugéo), provocardo queda acentuada de pH. O sistema
ndo estard mais se comportando como sistema-tampéo (Fig. 1.1).

Deduz-se, do exposto, que a agdo tamponante estd restrita a uma faixa de pH dentro da qual as concentragdes de
acido e base conjugada séo suficientes para compensar adi¢6es de 4lcali ou de 4cido. Fora do intervalo de tampona- -
mento, como a soma (HA + A) é constante, tém-se as situagdes seguintes:

[HA] [A]
Grande adicdo de dlcali = 0% = 100%
Grande adi¢do de 4cido = 100% = 0%
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pH pH
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Fig. 1.1 Titulacdo de um 4cido fraco com 4lcali (a) e com 4cido (b). Na regido assinalada, as adi¢Ses de &lcali ou dcido provocam
pequenas variagdes de pH; fora desta regido, a variago é grande. Nas ordenadas, estd assinalado o pH em que hd 50% de disso-
ciagdo do &cido.

Uma outra situagio apresenta interesse particular: dentro da faixa de pH onde a ag&o tamponante é exercida havera,
obrigatoriamente, um valor de pH em que exatamente 50% do total inicial do 4cido estdo associados, os 50% restantes
estando na forma de base conjugada. Tal condigdo seré verificada em um valor de pH definido e caracteristico para
cada tampé@o considerado. E nesta situacio, ou é neste valor de pH, que o sistema-tampé&o tem sua eficiéncia maxima,
pois é quando existem, simultaneamente, as maiores concentragdes possiveis de 4cido e base conjugada. Ao redor deste
valor de pH, uma unidade acima ou uma unidade abaixo (regido assinalada na Fig. 1.1), o tampéo ainda é eficaz; além
deste intervalo, o sistema deixa de atuar como tampdo.

A determinacio do pH em que h4 50% de dissociagdo do acido pode ser obtida experimentalmente por titulacdo:
tomando-se uma solucdo de um 4cido fraco e medindo-se o valor de pH ap6s cada pequena adigdo de &lcali, obtém-
se valores que sdo representados pelo grafico da Fig. 1.1 (a). A curva de titulagdo apresenta uma regido achatada, cor-
respondente 2 regido de tamponamento, onde ha pequenas variagdes de pH para adigdes fixas de 4cido ou &lcali. No
centro desta regi&o, o ponto de inflexdo da curva corresponde ao valor de pH onde hd 50% de dissociagdo; neste pon-
to, [HA] = [A].

Como mencionado anteriormente, entre os dcidos fracos existe uma gradagio de forga dcida, revelada pelo valor de
seus K, (Tabela 1.1). Solugdes de 4cidos fracos diferentes, de mesma concentragio, apresentam valores diferentes de
pH, dependendo da afinidade de cada base conjugada pelo préton: quanto maior o valor de K,, menor esta afinidade
e, portanto, menor o pH da solugéo.

Suponham-se dois dcidos fracos diferentes, HA e HB, sendo a constante de dissociagdo (K,) de HA maior do que a
de HB. A base conjugada A tem, portanto, afinidade pelo préton menor do que a base conjugada B. Se estes dcidos fo-
rem dissolvidos em 4gua, o dcido HA, cuja base conjugada A retém o préton mais “fracamente”, ird dissociar-se mais
do que o 4cido HB, cuja base conjugada B retém o préton mais “fortemente”. Portanto, o dcido HA serd um cido fra-
co mais forte do que HB. Admita-se agora que ambas as solugdes estejam em pH igual a 2 (isto pode ser conseguido
adicionando-se um 4cido forte a ambas as solucdes dos acidos fracos HA e HB). Para proceder a titulagdo dos dois aci-
dos, a partir de pH 2, adiciona-se alcali, gradativamente, a estas solugdes. Como j4 foi analisado, a adigdo provocara a
dissociacdo dos dcidos; apés a adigdo de uma quantidade conveniente de alcali, haverd uma situagdo em que 50% do
dcido HA estara dissociado, mas menos do que 50% do 4cido HB encontrar-se-4 dissociado. O valor do pH nesta si-
tuacio poderia ser 5, por exemplo. Em outras palavras, em pH igual a 5 0 dcido HA encontra-se 50% dissociado. Para
obter situagio andloga para o 4cido HB ha necessidade de adicionar mais 4lcali, ou seja, o 4cido HB vai apresentar-se
50% dissociado em um valor de pH mais alto. Graficamente, as duas curvas de titulagdo terdo a mesma forma, mas
localizadas em regides diferentes em relagdo & escala de pH (eixo das ordenadas, como na Fig. 1.1 a). O valor de pH
em que um 4cido apresenta-se 50% dissociado equivale ao seu pK, e constitui uma medida da sua forca dcida: quanto
maior for o valor do pKa, mais fraco seré o 4cido (Tabela 1.1). Ao mesmo tempo, este valor de pH revela a regido em
que cada 4cido fraco apresenta seu maior poder tamponante. Como serd visto a seguir, o pKa corresponde ao co-loga-
ritmo da constante de dissociagdo do 4cido (—log K,) e é caracteristico para cada acido. '
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A equacio de Henderson-Hasselbalch relaciona pH, constante de dissociacao do 4cido e as
concentragdes de acido e base conjugada

Tomando em logaritmo a equagéo que apresenta o valor da constante de equilibrio em fungdo da concentragio das
espécies, tem-se

K., (ouK,) = [I?I]EZ;]

e - KA |
log [H*] = logK, + log % \-
log [H*] = logK, — log %

~ log[H*] = ~logK, + log %

A expressdo —log [H*] é definida como pH. Analogamente, —log K, é definido como pK,. Portanto,

_ 14l -
pH = pK, + log [HA]

Esta é a equagio de Henderson-Hasselbalch, que nada mais é do que a equagéo de dissociagdo de um 4cido fraco toma-
da sob a forma logaritmica. De maneira genérica, esta equagdo pode ser escrita

Pl = P, 4 lo [base conjugada]

[acido conjugado]

Verifica-se, por esta equagdo, que pKa é o valor de pH que provoca 50% de dissociagiio do dcido. De fato, nestas condigGes,
[HA] = [A] e arelagio [A]/[HA] vale 1. Portanto,

pH = pK,

A equacdo de Henderson-Hasselbalch define o pK, em bases operacionais, a semelhanga do pH, em relagéo a con-
centragdo de H* da solugdo. Em resumo, a regido de eficiéncia maxima de um tampé&o (50% de &cido conjugado e 50%
de base conjugada) é determinada pelo pK, de seu 4cido fraco e o pK, pode ser medido por titulagio.

A equagdo de Henderson-Hasselbalch permite calcular prontamente a relagdo entre as concentragdes das espécies
doadoras e aceptoras de prétons em qualquer pH, para um 4cido de pK, conhecido. Por exemplo, pode-se calcular a
razdo das concentra¢des de dcido acético (pK, = 4,7) e acetato em pH = 5,7:

[acetato]
H = pK, + log —oatol
P PR °8 [4cido acético]
5,7 = 47 + log —oatol
’ § [4cido acético]
[acetato]

1=log —mMM—
[acido acético]
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ou

[acetato]  _ 10
[acido acético]

No pH 5,7, portanto, havera 10 vezes mais acetato do que 4cido acético. No PH 3,7 ocorreréd o inverso. Generalizan-
do, em valores de pH inferiores ao pK, de um 4cido fraco predomina a sua forma protonada (acido conjugado), e em
valores de pH maiores do que o pK, predomina a forma desprotonada (base conjugada).

Para o dcido acético, ou melhor, para o tampao acetato, a faixa compreendida entre 3,7 e 5,7 (entre pH = pK, — 1 e
pH = pK, + 1) corresponde a regido achatada da curva de titulagdo, isto é, a regido de tamponamento (assinalada na
Fig. 1.2). Fora destes limites, a concentragdo de dcido conjugado fica desprezivel em relacio a de base conjugada, ou °
vice-versa, e o sistema ndo se comporta mais como tampé&o. Assim, em pH 6,7 tem-se

[acetato]

6,7 = 4,7 + log ————=
& [acido acético]

[acetato] 100

[4cido acético] B

Ou seja, uma solugéo que contivesse inicialmente 101 moléculas de 4cido acético apresentaria no pH = 6,7 uma
tnica molécula do dcido e 100 fons acetato. Neste pH a solugdo ndo se comportaria mais como tampdo, pois, com tdo
pequena concentragéo de 4cido, seria incapaz de resistir a adi¢des de 4lcali.

As afirmativas sobre este exemplo sdo vélidas para a imensa maioria dos sistemas-tampd&o: a melhor atuacdo do
tampao se d4 em valores de pH préximos ao seu PK, (um caso excepcional encontra-se na Secdo 1.4) e com eficiéncia
que depende de sua concentracio. )

O acido acético ilustra a regra geral para a escolha do 4cido fraco com o qual se pretende fazer uma solucdo tamp3ao:
o dcido fraco constituird um tampao apropriado se o valor de seu pK, estiver dentro do intervalo compreendido por
uma unidade abaixo e uma unidade acima do valor de pH que se quer manter constante.

A eficiéncia de um tamp@o depende de sua concentraciio

Além da proximidade do pH em que ha 50% de dissociagdo (pK,), um outro fator determinante da eficiéncia do
tampao € a sua concentragéo, que € a soma das concentragdes do 4cido e da base conjugada. Ou seja, um tampdo 0,1 M
mantém esta concentragdo em qualquer valor de pH, pois & medida que a concentracio do 4cido aumenta, a da base

pH

pK, + 1

pK,
pKa -1

0,5 1,0
Equivalentes de OH-

Fig. 1.2 Titulagdo de um 4cido fraco — a regido de tamponamento estende-se uma unidade abaixo e acima do pKa.
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conjugada diminui, ou vice-versa. Quanto maior a concentragdo de um tampéo, maior a disponibilidade das espécies
capazes de doar ou receber prétons; assim, uma solugio 0,1 M de um 4cido que esteja 50% dissociado serd um tampao
10 vezes mais eficiente do que uma solugéo 0,01 M do mesmo 4cido na mesma condicdo.

Em resumo, 4 eficiéncia de um tampdo é proporcional i sua concentragio e é mdxima no pH igual ao pK,. Na prética, o 4ci-
do fraco escolhido e um dos seus sais soltiveis sdo dissolvidos em concentragdes molares iguais. Assim, para preparar
um tampdo acetato 0,1 M a pH 4,7, dissolve-se em um litro de d4gua 0,05 mols de acido acético e 0,05 mols de acetato
de s6dio. O mesmo resultado seria conseguido pela dissolugdo de 0,1 mol de 4cido acético e adicdo de 4lcali suficiente
para elevar o pH até 4,7; quando o pH atingir este valor, e o volume for acertado para um litro, a composi¢do da solu-
cao serd idéntica ao caso anterior (50% do 4cido e 50% da base conjugada).

1.4 TAMPOES BIOLOGICOS

Os seres vivos mantém constante o seu pH interno

Os tampdes bioldgicos séo aqueles encontrados nos seres vivos; na espécie humana, por exemplo, ha tampdes ca-
pazes de manter o pH do sangue muito préximo de 7,4. Ndo sdo muitos os 4cidos fracos que apresentam valores de
pK, em torno de 7,4. Os principais tampdes sdo o fosfato, as proteinas e o bicarbonato.

O sistema H,PO,/HPO,*” tem pK, igual a 6,8, constituindo um tampéo apropriado para valores de pH entre 5,8 e
7,8. No plasma, entretanto, a concentragdo deste tamp&o é muito baixa, tornando sua eficiéncia muito reduzida. Intra-
celularmente (pH do citossol = 7), sua concentracdo é maior e sua eficicia é consideravel.

O efeito tamponante das protefnas é devido a grupos ionizéveis dos aminodcidos (-COO~, -NH,* etc.), que sio
dcidos fracos. Entretanto, os valores de pK, da maioria desses grupos estdo muito distantes de 7,4 (ver Tabela 2.1,
Segdio 2.1), tornando-os ineficazes como tampdes neste pH. Os tinicos aminoacidos que apresentam um grupo com
pK, compativel com o tamponamento a pH fisiolégico sdo a histidina e a cisteina. Adicionalmente, as proteinas exer-
cem efeito tamponante muito discreto no plasma, por estarem presentes em baixas concentra¢des — vale lembrar que
a eficiéncia do tampéo depende de sua concentrac¢do. Sua importincia no tamponamento celular é maior do que no
plasmadtico, porque atingem niveis mais elevados nas células. A excegdo é a hemoglobina, que, juntamente com o tampio
bicarbonato (ver a seguir), é a responsdvel principal pela manuten¢do do pH plasmaético (Capitulo'3).

O 4cido carbonico dissocia-se em bicarbonato e H*:

H,CO, = HCO,” + H*

O valor do pK, deste 4cido ¢ 3,8, incompativel, portanto, com o tamponamento fisiolégico. O 4cido carbdnico apre-
senta, entretanto, a caracteristica peculiar de estar em equilibrio com o CO, dissolvido em dgua segundo a equagao:

CO, + H,0 = H,CO,

Esta reagdo processa-se rapidamente na auséncia de catalisadores; ainda assim, a sua velocidade é incompativel com
as necessidades fisioldgicas. As hemdcias contém uma enzima, a anidrase carbonica, uma das enzimas mais eficientes que
se conhece, capaz de acelerar a reagdo por cerca de 107 vezes. Assim, 0 CO, produzido nos tecidos difunde-se para o plas-
ma e para o interior das hemadcias, onde é transformado imediatamente em H,COj;, que se dissocia em HCO,™ e H™*:

CO, + H,0 = H,CO, = HCO,” + H*

A quantidade de CO, dissolvido depende da pressdo parcial de CO, na atmosfera e, nas condi¢des atmosféricas co-
muns, o pK, do 4cido carbdnico eleva-se para 6,1. A constante de equilibrio do tampéo bicarbonato, incorporando-se
a concentragdo de H,O, por ser praticamente constante, é:

« - [HCOIH"]
“ " T [CO,l

O CO, (0 anidrido do 4cido carbénico) equivale ao “4cido” conjugado do tampao bicarbonato. A concentragio
de CO, dissolvido é fungdo da pressdo parcial desse gés (pCO,) multiplicada por um fator de conversdo igual a
0,03 mEq - L' - mmHg™, a 37°C. Portanto,

_ [HCO;]H")
& 0,03 * pCOz
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Nas condigGes fisiolégicas habituais, Keyq =795 X107 e pK, (ou —log K.,) = 6,1 ea equagdo de Henderson-Hassel-
balch para este sistema-tampéo torna-se:

pH = 6,1 + log [FCO; |

0,03 - pCO,

Neste sistema, o CO, dissolvido no plasma estd em contato com o CO, atmosférico através do espago alveolar, per-
mitindo um rdpido ajuste da concentragdo de H* quando esta tende a variar. O tampdo bicarbonato constitui, por is-
to, um sistema aberto, muito mais eficiente no controle do pH do que um sistema fechado. De fato, supondo o sistema
fechado, uma adicéo de 4cido forte (H*) faria com que a maior parte dos prétons combinasse com a base conjugada
(HCO;"), diminuindo sua concentragio e aumentando a concentragdo do 4cido (CO,). A razdo

[HCO5]
0,03 - pCO,

ficaria, portanto, muito diminuida, e o pH assumiria um valor muito baixo. Como o sistema é aberto, a mesma adicdo
de prétons faz diminuir a concentragéo de base conjugada, mas nio aumenta a concentragdo de dcido conjugado, ja que
a concentragdo de CO, ajusta-se rapidamente & press&o parcial deste gés na atmosfera. A relacio entre as concentragdes
de HCO;™ e CO,, neste caso, diminui, mas muito menos do que no caso do sistema fechado. Em outras palavras, no
sistema fechado a adi¢do de 4cido provoca uma queda de pH muito maior do que no sistema aberto. O fato de o siste-
ma bicarbonato ser um sistema aberto é que permite sua eficdcia na manutencio do pH plasmatico.

No pH fisiolégico, a proporgao entre as concentragdes de HCO,™ e CO, é de 20:1, mostrando que o sistema é mais
efetivo para resistir a acidificacdo do que a alcalinizagdo. Para o estudo do funcionamento associado deste sistema-
tamp&o com a hemoglobina, consultar o Capitulo 3.
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