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PREFACIO

A primeira edicdo do Guia do Laboratério de Quimica e Bioqui-
mica foi publicada em 2000. Decorridos cerca de seis anos, autores e
editor concordaram em preparar e publicar uma segunda edic&o, re-
vista e aumentada, 0 que se concretizou em 2008. O exercicio repetiu-
-se alguns anos depois: em finais de 2013, decidiu-se aprontar uma
terceira edicd0. E o resultado deste trabalho que agora apresentamos.

Todos os capitulos e 0 apéndice foram novamente revistos. Rees-
creveram-se partes do texto, alteraram-se conteldos e tentou-se
aumentar a clareza da exposic¢éo e de alguns exemplos apresentados.
Introduziu-se um novo capitulo, sobre a medida de pH. O capitulo
sobre seguranca foi reformulado.

Algumas das fontes de informacdo recomendadas ao longo dos
varios capitulos sdo portais da Internet. Para facilitar a sua consulta
foi mantido um portal (http://quimicafc.ul.pt/guia) inteiramente dedi-
cado ao Guia do Laboratério de Quimica e Bioguimica, que contém
nao sO os links para os portais mencionados, mas também outras
informagdes consideradas Uteis para o leitor e que nao constam na
versao impressa do livro.

O principal objetivo da obra foi mantido: abordar um conjunto
de temas relacionados com a atividade de ensino laboratorial de
Quimica e de Bioguimica que, embora Gteis e importantes, raramente
sdo incluidos, de forma sistemética, nos programas das disciplinas.
Manteve-se também o nivel cientifico da primeira edi¢do: o livro
continua a ser essencialmente destinado a estudantes universitérios.

Os Autores

XI
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No laboratério

aumentar a protecdo da salide humana e do ambiente. E dada especial
atengdo as propriedades mais toxicas, que causam cancro, esterilidade
masculina e feminina, mutagdes genéticas e malformagdes congéni-
tas. Esta legislacdo é conhecida pelo acronimo REACH (do inglés
Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals;
1907/2006/CE) e, como o nome indica, visa o registo, numa base de
dados, das substancias quimicas e das suas propriedades mais relevan-
tes para 0 manuseamento em seguranca, a avaliacdo das implicagdes
da sua utilizagdo para o ambiente e para a salde humana e a autori-
zagdo formal de fabrico ou de importacdo para o espago europeu. A
Agéncia Europeia dos Produtos Quimicos, conhecida pelo acrénimo
ECHA (do inglés European Chemicals Agency), € a entidade, a nivel
comunitario, responsavel pela gestdo dos aspetos técnicos, cientificos
e administrativos dessa legislacdo, bem como da vasta base de dados
sobre inventario de classificagdo e rotulagem, disponibilizando ao
publico informagdo que permite manter atualizados os rotulos e as
fichas de seguranca dos produtos ai registados. A REACH aplica-se
a substancias/misturas produzidas em larga escala e/ou colocadas no
mercado; ndo se aplica a substancias/misturas destinadas a atividades
de investigacéo e de desenvolvimento, nem a substancias intermédias
néo isoladas.

A REACH recomenda também a substituigdo progressiva dos
produtos quimicos mais perigosos, a medida que forem sendo en-
contradas alternativas. Devemos sempre optar pela utilizagéo de re-
agentes menos toxicos (materiais de partida e solventes), bem como
escolher processos que levem a formacdo de produtos e de residuos
de menor toxicidade (a diminui¢do da produgdo de residuos toxicos
evita a necessidade do seu posterior tratamento), o que contribuira
para uma menor contamina¢do do ambiente. Esta nova prética qui-
mica, que tem em particular atengéo a qualidade de vida e 0o meio
ambiente, é chamada quimica sustentavel ou quimica verde e € regida
pelos chamados doze principios da quimica verde:

1. E melhor prevenir a formacio de subprodutos do que tratéa-
-los posteriormente.

2. Devem ser desenvolvidos métodos de sintese para maximizar
a incorporagdo dos atomos dos reagentes nos produtos finais
desejados, levando a maxima economia de atomos.

3. Sempre que possivel, deve substituir-se compostos de alta
toxicidade por compostos de menor toxicidade.

4. Devem ser desenvolvidos compostos mais seguros, com a
menor toxicidade possivel.

5. A utilizagdo de solventes ¢ de agentes de separacdo, deve ser
evitada, sempre que possivel.
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PROCEDIMENTOS DE SEGURANCA

Cuidados gerais

Vestir sempre uma bata que o proteja adequadamente, ndo a
usando fora da &rea dos laboratorios;

Usar sempre 6culos de seguranga,;

Usar luvas, quando necessario;

Evitar em absoluto fumar, beber, comer ou guardar alimentos
no laboratorio;

Conhecer a localizagao dos equipamentos de emergéncia (saidas
de emergéncia, extintores de incéndio, lava-olhos, chuveiro e
outros equipamentos de seguranca existentes em cada labora-
torio);

Nunca trabalhar sozinho no laboratorio;

Nunca realizar experiéncias ndo autorizadas;

Deixar o laboratorio com seguranca, desligando todo o equi-
pamento elétrico e fechando as trompas de agua.

Manuseamento de produtos quimicos

Nunca pipetar liquidos com a boca;

Nunca ingerir, inalar ou tocar com as maos nos produtos quimi-
cos. Se tal acontecer, tomar imediatamente medidas de primeiros
socorros relacionadas com o risco e a seguranga dos produtos;
Identificar claramente todos os recipientes. Nunca usar algum
em relacdo ao qual se tenha ddvidas quanto ao conteldo;
Evitar a abertura simultanea de varios frascos do mesmo pro-
duto;

Nunca usar maior quantidade de um reagente do que a neces-
saria para a experiéncia. Caso exceda essa quantidade, ndo
recolocar o excesso no frasco original, mas antes numa emba-
lagem separada;

Reagentes como o sédio ou o potassio devem ser acondicionados
em contentores especiais e usados sempre com grande cuidado;
Adicionar sempre qualquer reagente lentamente e nunca de
uma vez soO, observando qualquer ocorréncia que tenha lugar.
Observar 0 que acontece quando a primeira pequena quantidade
é adicionada e esperar uns segundos antes de adicionar mais
quantidade (algumas reacdes levam tempo a iniciar!). Reagdes
gue necessitem de temperatura elevada para ser iniciadas devem
igualmente ser controladas;

Adicionar sempre lentamente solugdes concentradas a 4gua ou
a solucdes mais diluidas, para evitar reagdes violentas.
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A difusdo do conhecimento cientifico

ESQUEMA DE UM RELATORIO

Titulo e autores

O titulo ndo deve conter um numero excessivo de palavras (mas
deve ser suficientemente informativo) e tem de chamar a atengao
para o assunto tratado. O marketing também ¢ importante em ciéncia!

Exemplos: Entalpia de Vaporizagdo do Isooctano. (©)

Resumo

Estudo da Variagdo da Pressdo de Vapor do Tolueno com
a Temperatura, pelo Método do Ponto de Ebuligdo. (®)
Transition Metal-Hydrogen and Metal-Carbon Bond
Strengths. (©)

Transition Metal-Hydrogen and Metal-Carbon Bond
Strengths. The Keys to Catalysis. (©)

Cromatografia de Filtragdo em Gel. (®)

Determinacdo da Massa Molecular de uma Proteina por
Cromatografia de Filtragdo em Gel. (©)

Ja se referiu como deve ser redigido. Com a maior concisao possi-
vel, tem de se incluir o que se fez, como se fez e que conclusdes e/ou
valores principais foram obtidos. Nunca se utilizam tabelas ou graficos.

Exemplos; Determinou-se, pelo método do ponto de ebuli¢do, o valor

da entalpia de vaporizagdo padrdo do isooctano. O valor
encontrado, 35.0+1.2 kJ mol’!, estd em boa concordancia
com os resultados obtidos por outros autores. (©)
Determinou-se a entalpia de vaporizagao padriao do isooc-
tano. O valor encontrado foi comparado com resultados
da literatura. (®)

Determinou-se a massa molecular de uma proteina, através
da filtragdo em gel de uma mistura de proteinas, de massas
moleculares conhecidas, e de uma proteina desconhecida,
através dos respetivos volumes de elui¢do. (®)

Fez-se passar por uma coluna de cromatografia (com um
enchimento para filtracdo em gel) uma mistura de pro-
teinas com massas moleculares conhecidas e a solugao
da proteina desconhecida e determinaram-se 0s respetivos
volumes de eluigdo. Tragou-se uma curva de calibragao,
que se obteve representando a constante de distribui¢do K,
(que ¢ fun¢do do volume de eluicdo) de cada proteina em
funcdo do logaritmo das respetivas massas moleculares.
Sabendo o volume de eluigdo da proteina desconhecida,
a partir da curva de calibragdo determinou-se a respetiva
massa molecular. O valor obtido, 21300 Da, é bastante
aproximado do valor da a-quimiotripsina (22500 Da), que
constituia a amostra. (©)
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A difusdo do conhecimento cientifico

Nunca se inclui material trivial de laboratério, como baldes afe-
ridos, pipetas, etc., desligados dos aspetos essenciais do trabalho.
Embora importantes para uma boa pratica laboratorial, 0 uso destes
materiais de forma correta é tido como pressuposto, de tdo basico e
fundamental que é.

A informacao sobre os reagentes usados deve conter a sua ori-
gem ou marca e o respetivo grau de pureza. Caso se trate de uma
substancia preparada no laboratdrio, devem indicar-se as referén-
cias bibliograficas sobre o método de sintese e de purificagdo. Se
o objetivo da experiéncia tiver sido a sintese e a caracterizacdo de
compostos, esta Ultima informag¢do nao ¢ suficiente (ver pagina 23).
Se for usado material biologico, indicar a proveniéncia e detalhar
espécies e estirpes.

O texto sobre o método experimental seguido ndo ¢ uma copia
do protocolo fornecido. Pode ser mais sucinto, eliminando alguns
pormenores, ou detalhar algumas modificagdes, feitas pelos experi-
mentadores, em relagdo ao procedimento usual.

Caso se use um metodo de anélise de dados que nédo tenha sido
especialmente deduzido no &mbito do trabalho em causa e ja esteja
disponivel publicamente, basta mencionar a fonte da informacao (de
preferéncia, o artigo cientifico original) e as equagdes mais importan-
tes (aquelas que sao diretamente usadas). Se as equagdes tiverem uma
aplicag@o limitada a determinadas condigdes (por exemplo, quando
so forem validas admitindo pressupostos sobre uma determinada es-
tequiometria, condi¢do padrao, baixas concentragdes, etc.), € conve-
niente indicar isso mesmo ao leitor. A equagdo de Lambert-Beer, por
exemplo, s6 é valida para solug¢des diluidas. Quando se use software
comercial para andlise estatistica de dados, deve indicar-se quais 0s
programas, a sua versdo e as opcdes da sua operacgao.

Caso se faca uma dedugdo de uma equagdo especificamente para
o trabalho em causa, a mesma faz parte integrante do estudo e pode
optar-se por fazer-lhe mengao e apresentar a sua dedugdo na secgdo
de métodos, na discussdo ou mesmo num anexo. A op¢do a tomar
depende sempre daquilo que resultar mais claro para o leitor. Uma
deducdo detalhada em apéndice, combinada com uma informagao
sucinta no texto, costuma ser uma boa opg¢ao para aliar detalhe e rigor
a uma escrita simples e eficaz. Uma nota importante: as deducdes
devem mencionar clara e explicitamente os passos que envolvem
pressupostos ou limitagdes, para que o leitor se aperceba das con-
di¢des de validade das equagdes, mesmo que nao acompanhe passo
a passo as deducdes.

As diferentes secgdes que compdem esta parte podem ser tratadas
separadamente, como, por exemplo:

21
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A difusdo do conhecimento cientifico

+ E necessario ter cuidado com a nomenclatura utilizada. E habito
ver-se palavras indevidamente traduzidas “a letra”;

» Usar, sempre que possivel, o Sistema Internacional de Unida-
des (SI);

* Numerar e legendar figuras e tabelas. Caso alguma tenha sido
copiada da literatura, indicar a referéncia e pdr a legenda em
portugués;

* A elaboragdo do relatorio sera, em geral, mais facil se obedecer
a seguinte ordem: Parte Experimental, Resultados, Discussao,
Introducao, (Apéndice), Resumo, Bibliografia;

* Numerar as paginas do relatorio;

* Assinar e datar o relatério.

APRESENTACAO DE UM TRABALHO EM POSTER

Comunicar um trabalho sob a forma de um poster é, hoje, 0 mé-
todo mais utilizado em reunides cientificas. Nos congressos de maior
dimensdo, é habito encontrarem-se varias dezenas de posters afixados
simultaneamente, o que, desde logo, coloca alguma dificuldade na
selecdo dos que merecem ser lidos com (mais) atengdo. Por sua vez,
tal sugere que, antes de se fazer um poster, é essencial selecionar
cuidadosamente os conteidos e a apresentacdo grafica, para captar
a aten¢do de outras pessoas. Ha que ter presente que um poster é,
essencialmente, um método visual de comunicacao.

E facil encontrar na Internet conselhos Uteis para se fazer um
(bom) poster. Basta usar um motor de busca e digitar, por exemplo,
how to make a poster. Aparecem muitas respostas. A nossa selegdo
recaiu em trés textos, que podem também ser encontrados no portal
dedicado a este manual (http://quimica.fc.ul.pt/guia). Segue-se uma
breve selecdo das principais recomendacgoes:

* Obter informagao sobre as dimensdes do poster (ou do suporte
no qual o poster sera afixado);

 Optar por construir o poster como um conjunto de folhas A4
ou por usar uma aplicacdo informatica adequada (por exemplo,
Microsoft Office PowerPoint). Neste caso, o poster € impresso
como um todo, usando uma impressora de grandes dimensoes
(uma plotter);

e Usar um titulo curto e incisivo ¢ imprimi-lo numa so6 linha,
com um tamanho de letra legivel a cerca de 10 metros (tama-
nho minimo: 72). Nao usar apenas letras maiusculas, pois sdo
mais dificeis de ler;

* Colocar o(s) nome(s) do(s) autor(es) ¢ a sua afiliagdo logo
abaixo do titulo, usando tamanhos de letra menores do que o
usado para o titulo;

27
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O erro associado a cada medida ¢, simplesmente, a diferenca entre
os valores exato e medido (A% = X, — X). A precisdo do método expe-
rimental serd boa se os erros tiverem valores bastante proximos nas
varias determinagdes, ou seja, se a sua funcdo de distribuicéo estiver
concentrada em torno de um dado valor, ainda que distinto de X.. Assim,
um conjunto de medidas mais preciso (ou com menor dispersdo) do
que outro tera uma fungdo de distribuicdo mais “estreita”. Tal ¢ ilustra-
do na Figura 6.1, na qual a fun¢@o de distribuigdo ¢ representada pelo
nimero de vezes (N) que um dado valor de X foi medido. Por outro
lado, como também se mostra nessa figura, a exatiddo do método expe-
rimental depende da posi¢cao do maximo da funcdo de distribuigdo em
relacdo a Xe.

A exatidao de um método, ao contrario da precisdo, ndo ¢ determi-
navel apenas pela analise estatistica de um conjunto de medidas e exige
a comparagdo com o resultado de métodos bem estabelecidos (i. €., de
exatidao muito elevada) ou a utilizagdo de padrdes (amostras com valor

Figura 6.1 Erros aleatérios e sistematicos. Os graficos mostram os resultados de
medidas repetidas da grandeza X, cujo verdadeiro valor (x.) é indicado pelas setas.
No eixo das ordenadas representa-se o nimero de vezes (n) que um dado valor de X
foi medido. (a) O efeito dos erros aleatérios é produzir uma dispersdo de valores de
medidas centradas em x,. (b) Os erros sistematicos podem deslocar os resultados, ndo
levando necessariamente a uma dispersdo. (c) Efeito conjunto de erros sistematicos e
aleatérios. A medida em b é mais precisa mas menos exata do que em a.
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Com frequéncia, as distribui¢des sdo usadas para resolver proble-
mas nos mais diversos dominios cientificos, sendo essenciais a avalia-
¢do das incertezas associadas a determinagdes experimentais. Por isso,
a sua descri¢dao grafica ¢ largamente insuficiente, sendo necessaria a
sua descricdo matematica. A descri¢cao mais simples de uma distribui-
¢do, como a apresentada na Figura 6.2, considera o valor ao redor do
qual a distribuicao esta centrada, bem como a sua largura. A média, u,
e a média dos quadrados dos desvios em relagdao a média, ¢? (também
designada por variancia), sio muitas vezes indicadas para este fim.
A raiz quadrada da variancia, o, é conhecida como o desvio padré&o da
distribuicao.

Tal como referido anteriormente, as quantidades u e ¢ referem-se
aos verdadeiros valores da distribuicdo e sdo as determinagdes que se
obteriam no caso (completamente irreal) de termos um nimero infinito
de observagdes ideais (i. €., sem erros sistematicos). Para um niimero
finito de N observagdes reais (N = N), as estimativas para u € ¢ sdo,
respetivamente:!

N (6.6)

Sz _ Z()(I _/u)2
N (6.7)

Uma vez que, geralmente, a verdadeira média, x, ndo € conhecida,
a equacdo 6.7 ndo pode, na pratica, ser usada para estimar a variancia.
Esta equacao é, entdo, substituida por:

3 =Ni_12(>ﬁ -X)*
(6.8)

em que o fator 1/(N — 1) ¢ necessario para tornar & uma estimativa
correta da variancia. Uma consequéncia deste fator é que ele impede es-
timar a largura da distribuicdo com uma sé medida, caso o “verdadeiro
valor” da média seja desconhecido.

A definicao de & dada pela equagdo 6.8 pode ainda parecer desne-
cessariamente complicada. Uma vez que o desvio de cada medida in-
dividual em relagdo a média estimada é (X —X), poderiamos pensar que

1 Obviamente, a equagdo 6.6 coincide com a equag@o 6.4 paran = N.
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Y = £ (%, Xy, %) (6.16)

em que X (i =1, 2, 3) sdo as variaveis de entrada do sistema, considera-
das independentes, cada uma tendo uma incerteza associada. A incerte-
za em Y originada por uma incerteza em X pode ser calculada fazendo:

avi{ﬂj 5
0% ). 6.17)

A derivada é o chamado coeficiente de sensibilidade em relacdo
a variavel .. Fazendo o tratamento em termos de variancia, obtém-se:

2
S ( of
2 2
! ;(@s j .
N 1= (6.18)
Esta equacdo da-nos o valor de oy em fung¢ao das incertezas de me-
dida associadas a g; (i. €., os o, correspondentes a cada X), que sdo

mensuraveis.
Vejamos agora a aplicagdo deste método a casos particulares:

1. Relagdo linear y=mx+Db

_ . 2 2 2
O'Y—|n‘10X, oy =Moo,

(6.19)
2. Relagdo inversa y=alx
o 2
O.Y:a‘_x; 0_522__403
X X (6.20)
3. Relag@o logaritmica y=In x
2
o o
oy =2, o5=—%
X X (6.21)

4. Média entre varios valores com o; diferentes

izxi/o'i2 .
Zj/aiz '

o 1 1
X= Jz_zi:diz

(6.22)
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trata-se de calcular os valores de b e de m que minimizam a soma S

S= Zn:(yi — _bjz

E i (6.24)
em que Y; sdo os valores medidos experimentalmente.

Se imaginarmos que desenhamos um conjunto de linhas retas no
grafico em que estdo representados os resultados (Figura 6.5), o0 nosso
julgamento sobre como qualquer uma delas descreve os dados ¢é basea-
do na sua proximidade a cada um dos pontos individualmente. E claro
que, quanto mais proximos os Y; tedricos (= mx; + b) estiverem dos V;
experimentais, mais reduzido sera S De facto, S¢ zero se a teoria e a
experiéncia estiverem em perfeito acordo para todos os dados. Assim,
vamos ter uma ideia da qualidade do ajuste para cada “linha tedrica”
conhecendo o valor de Spara essa linha (concretamente, conhecendo
quao reduzido ele ¢€).

Figura 6.5 Ajuste de uma funcao linear a dados experimentais. A linha L; esta
razoavelmente proxima dos dados experimentais (i.e., os desvios tém uma grandeza
comparavel a dos erros individuais) e, portanto, conduz a um pequeno valor de S
(equacdo 6.24). As outras linhas apresentam grandes desvios de alguns dos dados e
conduzem, assim, a grandes valores de S.

A primeira reacdo a equagdo de defini¢do de S (equagdo 6.24) ¢
questionar o motivo de conter um termo quadratico e constar no deno-
minador. Porque ndo se usa simplesmente

S'=Z(Yi —mx _b)
i (6.25)

que também ¢ nulo quando os Y; tedricos (= mx; + b)) sdo iguais aos
y; experimentais? O problema com esta equagdo € que os termos que
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Figura 6.7 Hipérbole de incerteza (tracejado longo) e intervalo de incerteza de x,
para um dado y,, conhecido com uma dada incerteza. A hipérbole resulta do calculo
de S, para cada valor de y.

Medidas da qualidade do ajuste

Nao basta saber quais os valores dos parametros que otimizam uma
equagao que descreve a variagdo de um determinado conjunto de dados
experimentais. H4 também que avaliar o resultado final global. Apos a
otimizagdo dos pardmetros, ¢ necessario confirmar se, de facto, o re-
sultado alcancado (no caso em consideragdo, me b) permite descrever
satisfatoriamente aquela variagdo. Para esta avaliagdo usam-se critérios
quantitativos e qualitativos.

Critério do 2

Este método tem como base a fun¢ao denominada qui-quadrado re-
duzido do ajuste:

n n

3 (% - X)Zé(yi -yf -ZM ~Xy, - y)F

Z:

(n-2)o; (6.33)

O ajuste ¢ considerado perfeito se y?> = 1 e sera tanto pior quanto
mais afastado da unidade este parametro estiver. Geralmente, o valor de
o, ndo ¢ conhecido, usando-se, neste caso, o valor de S,.

Critério dos residuos

Um critério de qualidade do ajuste, complementar do anterior e ndo
numérico (na sua forma mais simples), ¢ o da representacdo dos residuos

67
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Temps de ngubacio

Figura 7.4 Influéncia do tempo de incubacdo de membranas de eritrécitos humanos
com vesiculas de fosfolipidos ricos em colesterol na percentagem desta molécula que
esta presente na camada externa das membranas dos eritrdcitos [3]. Além do tempo
de cada incubacdo com as vesiculas ricas em colesterol, cada medida experimental
envolveu um periodo adicional de 18 horas, o que podera justificar (em funcdo
do objetivo que se deseja alcancar, claro) o nimero reduzido de determinagdes
experimentais. A conclusdo a obter é qualitativa: existe uma tendéncia para enriquecer
a camada externa das membranas quando se aumenta o tempo de incubacdo. A linha
ponteada une os pontos relativos a medidas obtidas no controlo da experiéncia (i. e.,
incubacdo com vesiculas sem colesterol), enquanto a linha tracejada diz respeito aos
restantes pontos experimentais.

NOTAS FINAIS

Em termos de elaboragao grafica, existem aspetos 6bvios a respei-
tar. Talvez o mais importante seja a escolha de escalas que permitam
uma leitura facil e clara. As escalas devem, por exemplo, ser escolhi-
das de modo a que as retas se situem formando um angulo de cerca
de 45° com cada eixo. Por outro lado, ndo convém aglomerar dados
numa zona restrita da superficie definida pelos dois eixos (isto €, deve
escolher-se a escala de modo a tirar o maximo partido de toda a super-
ficie). Finalmente, ¢ também importante usar tamanhos de letra sufi-
cientemente grandes para designar as ordenadas e as abcissas ¢ para 0s
valores das escalas.

Outros aspetos, como a legendagem, sdo usualmente definidos pe-
los editores da publicacdo a que se destina o texto e obedecem a normas
internas dessa publicacdo. A unica regra comum ¢ o local de legenda-
gem: em baixo da figura, no caso de graficos, e no topo, no caso de
tabelas.
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m; —m, = KAG+ p, (V1= Vo) (8.13)

sendo V; e V, os volumes dos objetos de massa m, e my, respetivamente,
e AO = 6, — H,a diferenca das indica¢des da balanca correspondentes as
pesagens dos mesmos objetos. A equacdo 8.13 é uma das equacdes fun-
damentais da pesagem, valendo a pena referir que, utilizando balancas
de precisdo, é possivel determinar A com bastante maior rigor do que
com 6, ou &, individualmente.

Processo de pesagem

Tal como foi referido, a balanca ideal ndo apresenta impreciséo de
leitura. Infelizmente, este ndo € o caso das balancas reais, que apresen-
tam valores finitos de resolugéo e de reprodutibilidade.

A resolucdo de uma balanga €é representada pelo digito menos sig-
nificativo da leitura. A repetibilidade de uma pesagem representa a
concordancia entre os resultados de medicdes sucessivas efetuadas nas
mesmas condicdes. A repetibilidade das medi¢es feitas com qualquer
balanga nunca pode ser melhor do que a sua resolucéo.

A reprodutibilidade de uma balanca representa a concordancia entre
0s resultados das medicGes efetuadas com alteracdo das condicdes de
medicéo, como a forma de utilizagéo, o observador e o tempo. A repro-
dutibilidade de uma observacdo realizada com uma dada balanca nédo
pode ser melhor do que a sua repetibilidade.

A reprodutibilidade de uma balanca é a sua caracteristica mais im-
portante, mas, como se depreende da sua defini¢do, ndo € uma caracte-
ristica totalmente intrinseca a essa balanca: pode depender do tipo de
mesa onde o instrumento esta instalado e das condic¢des de condiciona-
mento de ar da sala onde a pesagem se efetua. Uma medida adequada da
reprodutibilidade, que inclui todos estes efeitos, é 0 desvio padrao (ver
Capitulo 6), estimado a partir de repeti¢does da pesagem, com acerto do
zero da balanca entre cada operagéo.

Dos varios métodos possiveis para determinar a massa de um ob-
jeto, apenas nos vamos referir ao mais utilizado em laboratério: o pro-
cesso de substituicdo numa balanca mecénica monoprato, mais co-
nhecida por balanga analitica de leitura direta (Figura 8.2). Neste
tipo de balanga, o prato, conjuntamente com vérias massas padrao que
podem ser manipuladas por cursores exteriores, é contrabalancado com
um peso fixo (contrapeso),’ constituindo uma alavanca interfixa de
bracos desiguais. Cada pesagem € o resultado da soma das massas reti-
radas através dos cursores, mais a massa correspondente a uma leitura
complementar, a qual, na maioria das balancas, é dada pela posicdo de

5 Quando, no texto, nos referirmos a “peso”, é para designar um objeto produzido para
ter uma massa de determinado valor nominal.
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Escala Kelvin

A escala Celsius estabeleceu-se com base em dois pontos fixos.
E, contudo, possivel construir uma escala tendo como referéncia um
unico ponto. Este ¢, alias, o método “oficial”, decidido em 1954, na
10.2 Conferéncia Geral de Pesos e Medidas. A escolha do ponto fixo
dereferéncia caiu sobre o ponto triplo da dgua. Como se sabe, 0 pon-
to triplo de uma substancia pura, em que coexistem as trés fases sili-
do, liquido e vapor —, € um ponto invariante, verificando-se apenas a
uma dada pressdo e a uma dada temperatura. Feita esta opc¢ao, é facil
construir uma escala. Considere-se que, a temperatura do ponto triplo
da &gua, T, o nivel do mercario no capilar da Figura 9.1a é L;. Mais
geralmente, se X for a propriedade termométrica, o0 seu valor aquela
temperatura sera X;. Pode fazer-se

T/Ta=X1Xs (9:5)

em que T é a temperatura correspondente ao valor X da propriedade
termométrica. A semelhanca do que se afirmou sobre a expressdo 9.2,
arelacdo 9.5 é arbitréria. Poder-se-iam ter escolhido outras formas para
0 segundo membro da equagdo 9.5: \/ X/ X;, In (X / X3), etc. A forma
adotada é, porém, amais simples para servir como ponto de partida para
a construcdo de uma escala de temperaturas.

O modelo do gas perfeito fornece um meio para se determinar T
sem necessidade de se introduzirem mais convencdes. Pela equagéo
pVm = RT, verifica-se que a medida da pressao a volume constante, ou a
medida do volume a pressao constante, de um gas perfeito dariam uma
verdadeira medida da temperatura. Embora ndo haja qualquer gas que,
em rigor, verifique a equagao anterior, ¢ possivel, como se vera adiante,
fundamentar amedidade T na idealidade de um gés. E o que se verifica
experimentalmente € que, parareduzir o volume de um gasideal azero,
mantendo a pressdo constante, € necessario que a temperatura seja de
—273.15 °C. Ou seja, por cada grau que se diminua a temperatura de um
gés perfeito, inicialmente a 0 °C e ocupando um volume por mole V,,,
verifica-se uma contragdo de volume dada por 1/273.15 (Figura 9.2).
E este 0 motivo pelo qual, para passar da escala Celsius para a escala
absoluta, é preciso adicionar 273.15.

Uma outra concegdo da escala absoluta é a chamada escala ter-
modinémica, devidaaLord Kelvin. Este cientista definiu incrementos
iguais de T como intervalos entre os quais um motor, que funciona
conforme o ciclo de Carnot, realiza quantidades idénticas de traba-
lho. Nao ¢ dificil demonstrar que as duas escalas referidas se identifi-
cam. Por isso, a escala absoluta é, normalmente, designada de escala
Kelvin.
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Medida de propriedades: pressdo

barémetros aneroides (a deformacdo de um fole metalico ¢ utilizada
para fazer mover um ponteiro sobre uma escala) — menos exatos, de
baixa resolugdo e sujeitos a efeitos de histerese — ou por bardmetros
digitais (a deformagdo de uma membrana metalica ¢ amplificada por
meios eletronicos) — de grande exatidao e resolucao. Ambos necessitam
de estar corretamente instalados em posicao vertical e de ser calibrados
anualmente em laboratorio acreditado para o efeito, mas sdo disposi-
tivos préaticos, de leitura direta e sem o risco de derrame de mercurio
por acidente que quebre a cisterna ou a coluna. A influéncia da tempe-
ratura ambiente nos valores lidos €, geralmente, compensada de forma
automatica nos dispositivos eletrénicos e manualmente, com recurso a
tabelas fornecidas pelo fabricante, no caso dos barémetros aneroides.

Mandmetros de tubo de Bourdon

Os manometros de tubo de Bourdon, utilizados para pressdes entre
100 Pa e 1 GPa, baseiam-se na deformagao de um tubo de metal, ou
outro material, por acdo da diferenca de pressdo entre o interior € 0
exterior do tubo, existindo para este muitos tipos diferentes de formas e
de arranjos tridimensionais. A deformacao do tubo aciona diretamente o
deslocamento do ponteiro sobre a escala do mostrador — caso do mano-
metro mecanico de baixa sensibilidade, que se pode observar na Figura
10.5. Existem algumas implementagdes destes instrumentos com mos-
trador com duas ou mais voltas, 0 que permite maior resolucéo na lei-
tura da pressdo. Em alternativa, a deformacao do tubo pode ser medida
recorrendo a diversos efeitos, dos quais o capacitivo, o indutivo ou o
Gtico sdo os mais frequentes.

Escala de pressao

Tubo de Bourdon

Ligacdo ao sistema

Figura 10.5 Mandmetro de tubo de Bourdon (adaptado de [5).
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pH = pH, +{E=5)
b (11.13)

A calibracao baseada num Unico padrédo implica admitir que a igual-
dade b = -2.303RT /F é vélida. E normal observarem-se desvios no
comportamento dos elétrodos que conduzem a valores de b ligeiramen-
te diferentes dos previstos pela igualdade anterior. Por isso, é recomen-
dado que a calibracdo seja baseada em, pelo menos, dois padrdes.

A determinag&o de pH abaixo de ~2.5 e acima de ~11 exige cuida-
dos especiais, porque algumas das permissas subjacentes a aplicacdo da
equacdo 11.12 deixam de ser validas. Nessas condicGes, é, por exem-
plo, dificil garantir que o termo E' é independente da variacdo de pH.
Além disso, a pH elevado o elétrodo de vidro pode ainda ser afetado
pelo “erro de alcalinidade”. Neste caso, a sua resposta torna-se sensivel
ndo s a concentracdo de H*, mas também a presenca em solugdo de
catibes como Na* e K*. Existem elétrodos, especialmente construidos
para trabalharem em condicGes de pH extremas, que permitem minorar
estes problemas.

INDICADORES DE pH

Um método muito simples de determinacdo aproximada de pH
baseia-se no uso de indicadores acido-base [-':121, Estes correspondem a
moléculas organicas cuja forma acida (HInd) e a base conjugada (Ind")
apresentam cores diferentes 1341,

O estudo sistematico de indicadores corados para reconhecer acidos
e bases parece ter sido introduzido no século XVII por Robert Boyle
(51, No seu livro Experimental History of Colours, publicado em 1664,
Boyle descreve a aplicagdo de varios extratos de produtos naturais a
detecdo da presenca de acidos e de bases. Indica, por exemplo, que um
extrato azul obtido das violetas (flores) adquiria uma cor vermelha em
meio acido e verde em meio basico **1. Desde os trabalhos de Boyle,
diversos outros indicadores naturais e sintéticos foram estudados e apli-
cados com objetivos analiticos, incluindo a determinacéo de pH.

As formas acida e basica de um indicador, em solucéo aquosa, estdo
relacionadas pelo equilibrio:

Hind(agq) = H*(aq) + Ind(aq) (11.149)

Este equilibrio é dependente do pH e caracterizado pela constante:

Klnd — aH‘ a1nd’
Brind (11.15)
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acetona. Atendendo a que a acetona apresenta perigos fisicos — per-
tence a classe dos liquidos inflamaveis, categoria 2 (H225), deve
figurar no roétulo a adverténcia de perigo “liquido e vapor facilmen-
te inflamaveis”. Apresenta igualmente perigos para a saude: pertence
a classe de irritacdo ocular, categoria 2 (H319), e a classe de toxici-
dade para orgaos-alvo especificos — exposicao Unica, categoria 3 (H336).
Assim, deverdo figurar no rotulo, respetivamente, as adverténcias de
perigo “provoca irritagdo ocular grave” e “pode provocar sonoléncia
ou vertigens”. Como informagao suplementar sobre risco, devera ainda
ser incluido o texto relativo a frase de risco EUH066 — “pode provocar
pele seca ou gretada, por exposigao repetida”. A palavra-sinal aplicavel
a estas categorias de perigos de média gravidade ¢ “PERIGO”. No que
respeita a recomendagdes de prudéncia, deverao ser indicadas medidas
de prevengao (P210, P233, P261, P280), de resposta a uma emergéncia
(P305+P351+P338) e instrugdes de armazenamento (P403).

AI?VERTENCIAS DE PERIGO E RECOMENDACOES DE PRU-
DENCIA NO MANUSEAMENTO DE PRODUTOS QUIMICOS

As adverténcias de perigo sdo identificadas pela letra H (do inglés,
hazard statement), seguida de trés algarismos, e indicam a natureza dos
perigos especificos que a substancia/mistura envolve (exemplo: H200
— “explosivo instavel”; ver lista completa das adverténcias de perigo no
portal de apoio a este Guia). O conhecimento destes perigos decorre da
realizacdo de testes padronizados que avaliam a natureza e o grau de
severidade de perigos fisicos, para a satide e para o ambiente. O regula-
mento CRE define 28 classes de perigo (16 classes de perigo fisico, 10
classes de perigo para a satude e 2 classes de perigo ambiental). Estas
classes podem ser divididas em categorias, que especificam a gravi-
dade do perigo — por exemplo, toxicidade aguda, categoria 1 (a mais
gravosa) a 4 (a menos gravosa). A classificacdo permite a atribuicao
das respetivas adverténcias de perigo, nas quais o primeiro algarismo
do codigo identifica o tipo de perigo (2, perigo fisico; 3, perigo para a
saude; 4, perigo para o meio ambiente) e os restantes dois algarismos
permitem a numeragdo sequencial (01, 02, ...) dos perigos que decor-
rem das propriedades intrinsecas da substancia/mistura; exemplos: pro-
priedades explosivas (codigos 200 a 210), de inflamabilidade (codigos
220 a 230), etc.

As adverténcias de perigo H substituem as antigas frases de risco
(frases R, disponibilizadas no portal de apoio a este Guia). Ha grande
semelhanga entre ambas, mas ndo uma correspondéncia direta. As no-
vas adverténcias sao mais especificas ou contém mais informagdes do
que as frases R. Algumas frases R que ndo apresentam adverténcias H
equivalentes foram mantidas pela regulamentagdo CRE e denominadas
adverténcias de perigo suplementares usadas na UE. Mantém a nume-
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O ensino experimental da Ciéncia deve ser uma componente importante

nos planos curriculares de qualquer escola, universitaria ou ndo. No caso
da Quimica e Bioquimica, as aulas de laboratério, ou aulas praticas,
sao essenciais para a formacao dos estudantes e deve ser-lhes dedicada
a maior atencao.

Este livro inclui algumas regras gerais de “comportamento” num labora-
torio e aborda um conjunto de topicos que raramente sao tratados
nas aulas com um nivel adequado: elaboracdo de relatérios, pesquisa
bibliografica, aquisicao automética de dados, andlise e tratamento de
dados experimentais, apresentacéo de dados em graficos e métodos
de medida de algumas propriedades.

Nesta 3.2 edicdo, todos os capitulos e o apéndice foram revistos.
Reescreveram-se partes do texto, alteraram-se conteldos e tentou-se
aumentar a clareza da exposicdo e de alguns exemplos apresentados.
Introduziu-se um novo capitulo sobre a medida de pH. O capitulo sobre
seguranca foi reformulado.

Acredita-se que as informacdes aqui contidas serdo Uteis ndo sé para
os estudantes e docentes do ensino superior, e docentes do ensino
secundario, mas também para todos os que trabalham em laboratérios
de Quimica e Bioquimica.

Algumas das fontes de informagédo recomendadas ao longo dos vérios
capitulos sao portais da Internet. Para facilitar a sua consulta foi mantido
um portal (http://quimica.fc.ul.pt/guia) inteiramente dedicado ao
Guia do Laboratdrio de Quimica e Bioquimica, que contém ndo apenas
os links dos portais mencionados, mas também outra informagdo consi-
derada Util para o leitor e que ndo consta na versao impressa do livro.
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