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ABSTRACT
The density of aqueous solutions of salts as a function of temperature is a property whose
study can provide answers and contribute to the understanding of physical and chemical phenomena
that occur in these solutions, determine thermodynamic properties, of which the apparent molar

volume, and essential for applications in engineering and biomedicine.

The main objective of the present work was to determine the densities of aqueous solutions of
sodium glutamate (MSG) and lysozyme chicken egg white (LCEW) in buffer (aqueous solutions of 10
mM sodium phosphate) at pH equal to 7.2 and temperature interval from 298.15 K to 353.15 K,
applying the vibrating tube densitometry technique (Anton Paar DMA 512P). Furthermore, the
thermodynamic properties derived from the density were determined, namely, the apparent molar

volumes (V) of the referred solutions.

Eight (8) tests were performed for the aqueous solutions of GMS with the following
molalities: 0.2546, 0.5219, 1.1006, 1.7477 and 2.4761mol.kg". The density values fitted a polynomial
equation for all the tests, the relative deviations between the values calculated by the polynomial
equation and the experimental ones are in the region defined by the value of AARD = 0.15%.
Comparing the density values of this work and the measurements by Suzuki et al. for the temperature
of 298.15 K, it is concluded that an excellent result was obtained, with the minimum and maximum
deviations being -0.06% (-0.6722 kg.m™) and 0.32% (3.7077 kg.m™) in the molality range of 0.54
mol.kg' < m < 3.84 molkg". The values of V,for MSG in the buffer solution were determined,
allowing to verify that below 303.15 K it increases with m, and above 303.15 K it decreases

considerably, since the values of apparent molar volume at infinite dilution (Vq?) of MSG were

determined to clarify the existing solute-solvent ionic interactions.

The aqueous solutions of LCEW used for testing were comprised of the following modalities:
1.587x10™, 3.260x10™ e 5.876 x10™ mol.kg". For all the tests, a good agreement was obtained
between the density values and the relative deviations, mostly within the region defined by the AARD
value = 0.05%, corresponding to variations of approximately 1 kg.m-3 to 2 kg.m-3 in the temperature
range from 298.15 K to 313.15 K. The V,, for the LCEW in the buffer were determined, allowing the
plotting of sigmoidal curves as a function of temperature, whose derivatives (dV,/dT) allow the

observation of the denaturation temperature of lysozyme in the buffer phosphate sodium.
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RESUMO
A massa volumica de solugdes aquosas de sais em funcdo da temperatura ¢ uma propriedade
cujo estudo pode dar resposta e contribuir para a compreensao dos fenémenos fisicos e quimicos que
ocorrem nestas solugdes, determinar propriedades termodinamicas, das quais o volume molar

aparente, e essencial para aplicacdes nas areas de engenharia e biomedicina.

O presente trabalho teve como principal objetivo determinar as massas volimicas de solugdes
aquosas do glutamato de so6dio (GMS) e da lisozima da clara do ovo da galinha (LCOG) no tampao
(solugdes aquosas de 10 mM de fosfato de sodio) a pH igual a 7.2 e dominios de temperatura de
298.15 K a 353.15 K, através da técnica de densitometria de tubo vibrante (Anton Paar DMA 512P).
Igualmente determinou-se as propriedades termodindmicas derivadas da massa volumica,

nomeadamente, os volumes molares aparentes (V) das referidas solugdes.

Foram realizados 8 (oito) ensaios para as solucdes aquosas de GMS com as seguintes
molalidades: 0.2546, 0.5219, 1.1006, 1.7477 e 2.4761 mol.kg'l. Os valores de massa volumica
ajustaram-se a uma equag@o polinomial para todos os ensaios, os desvios relativos entre os valores
calculados pela equacdo polinomial e os experimentais situam-se na regido definida pelo valor de
AARD = 0.15%. Fazendo uma comparagdo dos valores de massa volumicas deste trabalho e as
medidas por Suzuki et al. para a temperatura de 298.15 K, obteve-se um resultado excelente, sendo
que os desvios minimo e maximo sdo de -0.06% (-0.6722 kg.m™) e 0.32% (3.7077 kg.m™) no intervalo
de molalidade, 0.54 molkg"' < m < 3.84 mol.kg". Os valores de V¥, para 0 GMS no tampio foram
determinados permitindo verificar que abaixo de 303.15 K aumenta com a m e a superiores de 303.15
K diminui acentuadamente, ja os valores de volume molar aparente a diluicao infinita
(V(po) do GMS foram determinados para esclarecer as interagdes idOnicas existentes entre soluto-

solvente.

As solugdes aquosas de LCOG utilizadas para ensaio estavam compreendidas com as
seguintes modalidades 1.587x10, 3.260x10* e 5.876 x10* mol.kg'. Para todos os ensaios obteve-se
uma boa concordancia dos valores de massa volimica com os desvios relativos maioritariamente
dentro da regido definida pelo valor de A4ARD = 0.05%, correspondente a variagdes de
aproximadamente 1 kg.m™ a 2 kg.m™ no intervalo de temperaturas de 298.15 K 4 313.15 K. Os ¥, para
a LCOG no tampdo foram determinados permitindo tragar curvas sigmoidais em fungdo da
temperatura, cujas derivadas (dV,/dT) permitem observar a temperatura de desnaturacdo da lisozima

em tampao de fosfato de sodio.
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1. INTRODUCAO

1.1. AMBITO E MOTIVACAO
Os densimetros de tubo vibrante sdo aparelhos de elevada sofisticacdo técnica,
atualmente considerados como padrao na medida de massa volumica de liquidos puros e de
misturas de liquidos e solugdes de sais. As medidas de massa volimica de sais em solugdes
aquosas em func¢do da temperatura efetuados com estes aparelhos permitem obter informagdes
relevantes para a compreensdo das interagdes das espécies idnicas entre si e destas com a

agua.

O glutamato de sodio (GMS) ¢ um aditivo alimentar que tem levantado muitas
discussdes sobre a sua utilizagdo no que se refere ao seu impacto na saide humana que se
manifesta ao nivel de doencas neurodegenerativas, que por sua vez estdo relacionadas com
agregacao das proteinas (Ahanger, Bashir, et al. 2021). Sendo o GMS referenciado como um
causador de agregacdo de proteinas ¢ importante estudar as condigdes de temperatura e
concentracdo em que este fendmeno pode ocorrer. Os estudos de massa volumica sdo ainda
muito raros na literatura e podem contribuir para o esclarecimento dos fenémenos fisicos que

controlam problemas como desnaturacao e agregagao das proteinas.

A lisozima da clara do ovo da galinha (LCOG) ¢ uma proteina barata e que por isso
tem sido bastante utilizada em estudos de simulag¢do da estabilidade e agrega¢ao de proteinas.
Deste modo faz todo o sentido utilizar a LCOG e o GMS para obter dados volumétricos com
densitometria de tubo vibrante que possam contribuir para explicar a problematica da
estabilidade das proteinas bem como da sua possivel agregacdo. Ha ainda a acrescentar que
existe uma caréncia de valores de massa volumicas em funcdo da temperatura para as
solugdes de GMS, existindo um tUnico estudo a 298 K (25°C) (Suzuki et al. 2001). Por outro
lado, a presenca de sais como o GMS deverd influenciar a desnaturacdo ou agregacdo da
LCOG. Apods uma pesquisa bibliografica cuidada nao foi encontrado nenhum estudo sobre a

influéncia de solu¢des de GMS na estabilidade e agregacao da LCOG.
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1.2. OBJECTIVOS

1.2.1 Objetivos gerais

A avaliagdo das interagdes ionicas soluto-solvente do GMS em solucdo tampao
(solucdes aquosas de fosfato de sodio com pH = 7.2). Estes estudos, inexistentes na literatura
serdo muito importantes para entender a utilizagdo deste sal na avaliacdo da desnaturagdo de
proteinas e possivel agregagdo destas. Estabelecer as regides de temperatura onde ocorrem os
fenomenos de desnaturacdo da lisozima em solucdo tampao solucdes aquosas de fosfato de
sodio com pH = 7.2). Guarda-se para estudos futuros, avaliar o efeito do GMS na estabilidade

conformacional da LCOG com o aumento da temperatura.

1.2.2. Objetivos especificos

Estudar as massa volumicas de solugdes aquosas de GMS e de LCOG no tampao
(solugdes aquosas de fosfato de sddio com pH = 7.2) em fun¢do da temperatura para dominios
de 298.15 a 353.15 K. Determinar a propriedade termodinamica derivada da massa volimica
como o volume molar aparente (V,): do GMS nas solu¢des aquosas de fosfato de s6dio no
sentido de avaliar as interagdes idnicas soluto-solvente; da LCOG nas solugdes aquosas de
fosfato de soédio para esclarecer as interagdes que estdo na base dos fendmenos de

desnaturagdo da proteina.

1.3. ESTRUTURA DA DISSERTACAO

O documento apresentado estd estruturado em 5 capitulos resumidos a seguir. No
presente capitulo 1 ¢ feita uma breve introdugdo ao assunto em estudo, que inclui
ambito/motivacdo e os objetivos do trabalho. No capitulo 2 ¢ apresentada uma revisao
bibliografica sobre a estrutura das proteinas com foco especial na lisozima e do glutamato de
sodio. Apresentam-se alguns dados ja estudados relevantes salientando a propriedade
termodinamica em estudo. No capitulo 3 ¢ feita a apresentacdo dos materiais e o0 método de
medida da massa volumica com o densimetro de tubo vibrante. No capitulo 4 apresentam-se
os resultados. Em primeiro lugar reporta-se a calibra¢dao do densimetro, incluindo o célculo da
incerteza das medidas da massa volimica e o teste realizado com glicerol, selecionado como
substancia para esse objetivo. Incluem-se neste capitulo as medidas da massa volimica das
solugdes aquosas de GMS e das solugdes de LCOG bem como o calculo do volume molar

aparente destas espécies. Finalmente o capitulo 5 ¢ dedicado as principais conclusdes deste
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estudo referindo-se a importancia do trabalho e algumas sugestdes que podem ser importantes

para futuros trabalhos de investiga¢do neste ambito.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. PROTEINAS

As proteinas sdo as macromoléculas mais abundantes nos sistemas vivos, com fungdes
cruciais em quase todos os processos biologicos. De um ponto de vista quimico as proteinas
sdo do tipo polimérico, ou seja, longas cadeias moleculares resultantes da unido repetida de
varias moléculas menores, os aminoacidos. Um aminoicido ¢ uma molécula que contém
simultaneamente os grupos funcionais amina (NH2) e &cido carboxilico (COOH). Cada
aminoacido possui uma base comum e um grupo lateral, ou residuo (R), sendo este tltimo o
responsavel pelas propriedades quimicas de cada aminoacido, Figura 1.(David L. Nelson e

Michael M. Cox 2017).

Gl‘l!po Grupo carboxilo
amino

\ (.|300H /

H,N—C—H

I
| R\
Cadeia / Co

lateral’

Figura 1: Aminoacido genérico com as unidades fundamentais constituintes. Adaptado de (David L.
Nelson and Michael M. Cox, 2017)

Na natureza existem 20 aminoacidos diferentes cada um dos quais com propriedades
fisico-quimicas especificas. Os aminodcidos podem ser agrupados quanto a sua polaridade e

carga como podemos observar na Figura 2.
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Figura 2: Aminoacidos e sua classificacdo quanto a polaridade e carga. Hidrofobicos (circulos
laranjas), hidrofilicos (circulos verdes), acidos (circulos vermelhos) e basicos (circulos azuis).
Adaptado de (David L. Nelson and Michael M. Cox, 2017)

A unido de dois aminoacidos faz-se através de uma ligagdo quimica chamada ligagao
peptidica, Figura 3. A cadeia polipeptidica resulta da unido de varios aminoacidos e por este
motivo as proteinas sdo também muitas vezes designadas por moléculas polipeptidicas (com
mais de setenta aminoacidos). A sequéncia da cadeia polipeptidica ¢ a chave para a estrutura
de milhares de proteinas, variando em tamanho, desde pequenos peptideos a longos polimeros

(David L. Nelson e Michael M. Cox 2017).
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Figura 3: Esquema da formacao da ligacdo peptidica (‘Peptide bond’, 2022)

As proteinas exibem uma hierarquia de niveis de organizacdo estrutural apresentadas
na Figura 4 (David L. Nelson e Michael M. Cox 2017). Como primeiro nivel na organiza¢ao
estrutural surge a estrutura primaria, a qual constitui a sequéncia especifica de aminodcidos na
cadeia peptidica sem haver preocupagdes com a orientagdo espacial da macromolécula. E o
nivel estrutural mais simples e mais importante, pois dele deriva todo o arranjo espacial da
molécula. A fun¢do de uma proteina depende de sua estrutura primaria e qualquer mudanca
desta sequéncia gera uma proteina diferente que pode até perder a sua funcdo bioldgica. A
estrutura primdria de uma proteina ¢ destruida por hidrdlise quimica ou enziméatica das
ligagdes peptidicas, com libertacdo de peptideos menores e aminoacidos livres. A estrutura
secundaria refere-se a arranjos particularmente estaveis dos residuos de aminodcidos dando
origem a padrdes estruturais em forma de hélice ou folhas. A estrutura secundéria ¢ mantida
essencialmente segundo ligagcdes por pontes de hidrogénio e ¢ determinada pelo arranjo
espacial de aminodcidos proximos entre si na sequéncia primaria da proteina. Esta estrutura
ocorre gracas a possibilidade de rotagdo das ligacdes entre os carbonos, dos grupos carboxilo
e amina dos aminodcidos. Ja a estrutura tercidria envolve peptideos individuais dobrados e
nesta estrutura os aminodcidos que estdo distantes na sequéncia polipeptidica e que residem
em diferentes tipos de estruturas secundarias podem interagir dentro da estrutura da proteina
quando ¢ completamente dobrada. Algumas proteinas contém duas ou mais cadeias
polipeptidicas, ou subunidades, que podem ser idénticas ou diferentes. O arranjo dessas

subunidades proteicas em complexos tridimensionais constitui a estrutura quaternaria.
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Figura 4: Niveis de organizacdo das proteinas (David L. Nelson and Michael M. Cox, 2017).

As proteinas necessitam de adquirir uma estrutura definida da qual depende a sua
funcdo bioldgica, estrutura essa que estéd inscrita na sua sequéncia de aminoacidos. Ao longo
dos anos, varios cientistas tentaram responder a trés questdes cruciais relacionadas com o
chamado “problema do enrolamento proteico’’:

1. decifrar o codigo fisico onde a sequéncia de aminoacidos determina a estrutura nativa
da proteina;

2. 1identificar os mecanismos que permitem que as proteinas se dobrem rapidamente;

3. definir como ¢ que a estrutura das proteinas pode ser prevista a partir da sua sequéncia
de aminodcidos.

Além da aquisicdo da estrutura nativa (dobrada), as vias de “enrolamento” também
tém um papel vital em evitar um desdobramento incorreto e consequentemente impedir a
agregacdo de proteinas. Além disso, a estabilidade das proteinas no desempenho das suas
fungdes bioldgicas ¢ fundamental e pode ser entendida como a capacidade da proteina
preservar a sua funcdo em determinadas condi¢des, ao longo do tempo, resultando num
balango de forcas que determinam se esta se encontra numa conformag¢do nativa ou num
estado desnaturado/desdobrado. A identificacdo dos fatores que regulam a estabilidade das
proteinas tem sido um puzzle ndo resolvido de longa data, cuja solugdo tem importantes
aplicagdes nas areas biotecnoldgicas e médicas. Muitas abordagens assumem que a
estabilizacdo da estrutura nativa € a etapa chave para suprimir a agregacao de proteinas.

A agregacdo de proteinas ¢ um mecanismo patoldégico que conduz a doencgas
degenerativas também conhecidas como amiloidoses: amiloidose da lisozima, doencas de
Alzheimer e de Parkinson. Este grupo de doengas esta associado ao desdobramento incorreto
e a agregacdo de proteinas que se podem depositar na forma de material insoluvel causando

danos celulares e morte. Até a data, ja foram descritas cerca de 50 amiloidoses, associadas a
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cerca de 30 proteinas. E nenhuma das amiloidoses atualmente conhecidas possui terapia
eficaz.

Uma das estratégias usadas para estabilizar proteinas nativas ¢ modular o seu
ambiente. As proteinas sdo altamente sensiveis a mudangas na sua vizinhanga induzidas por
temperatura, pH e concentragdo de sal. A sensibilidade depende muito da composi¢do da
cadeia polipeptidica. Quando expostas a estes fatores, as proteinas sofrem mudangas graduais
na estrutura, ou seja, desdobram e/ou formam agregados de proteinas ao longo do tempo.
Além disso, a baixa estabilidade de proteinas e enzimas pode resultar em perda de funcgdo e
atividade, limitando significativamente seu uso em processos bioldgicos, como biofarmacos e
outros.

No interior e no exterior da proteina sdo possiveis varios tipos de interagdes
moleculares. Na Figura 5(a) indicam-se os principais tipos de interagcdes entre grupos e partes
especificas da proteina. Por outro lado, as cadeias laterais de aminoacidos polares tendem
agrupar-se na parte externa da proteina, potenciando assim a sua interacdo com a agua. As
cadeias laterais de aminodcidos apolares tém tendéncia para se concentrar no interior para

formar um centro hidrofobico empacotado de atomos que se escondem da agua, Figura 5(b).
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Figura 5: Ilustragdo das interagdes entre grupos na proteina (a) e em meio aquoso (b).
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O agregado de uma proteina € a proteina no estado inativo com pelo menos duas vezes
o tamanho da proteina nativa (100 a 1000 nm). Este estado exibe menos atividade reduzida ou
nenhuma atividade biologica (Dobson 2003), (Chiti e Dobson 2006). O dobramento incorreto
e a agregacao de proteinas sdo atualmente as principais fontes de apreensdo na biologia e na
medicina devido a sua associagdo com varias doengas neurodegenerativas humanas
debilitantes incluindo Alzheimer, doenga de Parkinson, esclerose lateral amiotréfica e doenga
de Huntington. O pH, a temperatura, a concentra¢do de proteina , aditivos e viscosidade sao

alguns fatores que podem influenciar a agregacao de proteinas (Kan e Chen 2021).

2.2. LISOZIMA

A lisozima ¢ uma enzima antimicrobiana produzida por animais e faz parte do sistema
imunoldgico inato, isto por se encontrar na saliva, lagrimas, muco e leite produzidos por seres
humanos, podendo ainda se encontra em grandes quantidades na clara de ovo da galinha
(Callewaert e Michiels 2010) , (Seuss-baum 2007).

A lisozima ¢ uma proteina pequena de cadeia Unica contendo 129 aminoacidos.
Dobra-se numa estrutura compacta com uma espécie de fenda no sitio ativo (que se pode ligar
a certos carboidratos), as interagcdes no interior € no exterior dessa proteina sdo as mesmas
descrita na Figura 6. Existem quatro pontes dissulfeto (entre Cys 6 e Cys 127, entre Cys 30 e
Cys 115, entre Cys 64 e Cys 80 e entre Cys 76 e Cys 94) mostradas na Figura 6, que reticulam
o polipeptideo, estabilizando a conformacdo nativa (dobrada/enrolada). A cor amarela
corresponde aos aminoacidos das hélices alfas (a) e a verde as folhas beta (f). A lisozima
incorpora unidades de 4cido glutamico (AGL) que ¢ também a unidade estrutural do GMS.
No Anexo A, pode-se observar os aminoacidos que constituem a lisozima da clara do ovo da

galinha.
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Figura 6: Sequéncia de aminoacidos da lisozima, com indicacdo das quatro pontes dissulfeto
existentes na estrutura da enzima (Canfield and Liu, 1965).

A lisozima apresenta um carater essencialmente hidrofilico com algumas regides
hidrofébicas situadas no seu interior. Tendo em conta que a lisozima esta presente entre
outros lados, na clara de ovo estd essencialmente constituida de dgua, compreende-se que a
lisozima tenha um comportamento hidrofilico. A Figura 7 ilustra a estrutura da LCOG, a
estrutura secundaria compreende essencialmente trés hélices a e duas cadeias f. Ilustra-se
também a distribuicao de residuos na superficie da proteina («« Protein Data Bank in Europe

(PDBe) « EMBL-EBI PDR entry 8H3W» 2023).

Figura 7: Estrutura da lisozima do ovo da galinha (LCOG), («¢« Protein Data Bank in Europe (PDBe)
« EMBL-EBI PDR entry SH3W» 2023).
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2.3. GLUTAMATO DE SODIO

O glutamato de s6édio (GMS) ¢ também conhecido como sal de sédio do &cido
glutdmico (AGL), um aminodcido ndo essencial (ou seja, pode ser sintetizado pelo corpo
humano e, portanto, ndo ¢ essencial para a dieta humana) ¢ abundante na natureza encontrado
naturalmente em alguns alimentos nos quais se inclui as carnes, algas marinhas, anchovas,
moluscos, tomates, queijos, legumes, mariscos e cogumelos. O GMS ¢ um dos aditivos
alimentares mais utilizados sendo geralmente reconhecido como seguro de acordo com o
Comité Conjunto FAO e OMS, JECFA, FDA e EFSA. O GMS e o AGL conferem aos
alimentos um sabor salgado conhecido como sabor umami, expressdo em japonés que
significa como “saboroso” (Yadav 2010).

Existem muitas indicagdes na literatura que sugerem que o uso excessivo de GMS nos
alimentos esta relacionado com doengas como fibromialgia hiper-agregacao de plaquetas em
ratos, efeito cardiovasculares, hepatotoxicidade, nefrotoxicidade de desreguladores
enddcrinos, hiperglicemia com consequentemente diabetes mellitus, e excesso de peso
(Ahanger, Bashir, et al. 2021), (Moldovan et al. 2021), (Gottardo et al. 2022).

Inumeros relatorios recentes onde destacam que o GMS tomado por via oral é um
promotor de doencas neurodegenerativas como doenca de Alzheimer, doenga de Parkinson,
doenca de Huntington, doenga amiotrofica esclerose lateral e esclerose multipla (Ahanger,
Bashir, et al. 2021). Geralmente, ¢ um fato bem conhecido que as doencas neuroldgicas estao
relacionadas com o fenémeno de agregacdo e desnaturacdo de proteinas. Este fendmeno pode
ser definido como o evento pelo qual as proteinas sdo incapazes de se dobrar devido a
proteinas mal dobradas ou enroladas, que por sua vez polimerizam em agregados,
amalgamando-se desta forma intra e extracelular formando uma estrutura anormal e
desencadeando uma larga variedade de doengas neuroldgicas (Chiti e Dobson 2006),
(Conway 2020). Apesar de existirem alguns relatorios sobre a associagdo do GMS com varios
distirbios neuroldgicos, ainda ndo ha provas concretas disponiveis sobre o papel do GMS na
agregacao de proteinas. Assim, ha a necessidade de investigagdo desta problematica.

O AGL foi sintetizado pela primeira vez em 1908 pelo bioquimico japonés Kikunae
Ikeda a partir de uma alga utilizada na alimenta¢do e ¢ atualmente o aminoicido mais
produzido no mundo. Existem quatro formas principais de obtencdo deste aminoacido para
uso comercial (Ding et al. 2022):

a. Extracdo de fontes naturais por hidrolise com acido cloridrico

b. Sintese quimica a partir da acrilonitrila
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C. Fermentagdo bacteriana;

d. Catalise enzimatica.

O uso da fermentacgdo para obtengdo do AGL teve inicio na década de 50 quando foi
observada a producdo de pequenas quantidades de aminoécidos por Escherichia coli (E. coli).
Todavia, descobriu-se que outra bactéria, a Corynebacterium glutamicum (C. glutamicum)
podia levar a producdo de grandes quantidades de acordo com a reagdo (Alharbi et al. 2020),

(Kashiwagi et al. 1995) observada na Figura 8.

Corinebacterium

CioHps044 +3 0y +2 NH; i - CsHyO4N +2 CO, + 5 H,0

Sacarose L-glutamato

Figura 8: Produc¢ao do acido glutdmico por fermentagdo C. glutamicum a partir da sacarose. Adaptado
de (Alharbi et al., 2020), (Kashiwagi et al., 1995).

As estruturas do aminoacido AGL e do sal GMS estdo representadas na Figura 9.

NH, AHZ
A B

Figura 9: Estruturas do AGL (A) e GMS (B).

O GMS cuja estrutura se indica na Figura 10 ¢ encontrado principalmente na forma de
cristais brancos e inodoros. O GMS ¢é composto por 12% de catides de sodio (Na®), 78% de
anides de glutamato (CsHsNO4) e 10% de agua. Sao conhecidos dois hidratos para o sistema
binario glutamato de sodio + 4gua, o monoidrato (GMS) (Sano et al. 1989) e o pentahidrato
(GMSS5H;0) (Kashiwagi et al. 1995). Este tltimo hidrato ¢ estavel na regido 264.5 K a 272.2

K enquanto o primeiro existe as temperaturas elevadas.
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Figura 10: Glutamato de so6dio monoidrato (GMS) ¢ comercializado na forma cristais brancos com
12% de catides de sodio (Na"), 78% de anides de glutamato (CsHsNO4) € 10% de agua (H>O).

O sal GMS em solugdes aquosas dissocia-se em glutamato e ido de so6dio. O sdlido
contém catido Na" e anido glutamato na forma zwitterionica. O termo zwitterion aplica-se a
uma molécula que consiste num numero isolado e igual de grupos funcionais carregados
positivamente e negativamente donde resulta uma carga global nula. Os aminoacidos sao bons
exemplos de moléculas que podem existir como zwitterides com grupos funcionais amina e
carboxilo. A estrutura de um aminodcido ¢ tal que permite que ele se comporte como um
acido e uma base a um determinado valor de pH e quase todos os aminoacidos existem como
zwitterides a um determinado valor de pH, que ¢ diferente para cada aminoacido. O pH
especifico ao qual um determinado aminoécido existe em solu¢do como um zwitterido ¢
conhecido como ponto isoelétrico. Quando o acido glutamico ¢ dissolvido em agua, o grupo
amina (—NH2) pode aceitar um protao (H"), e/ou os grupos carboxilo podem perder protdes
conforme a acidez do meio como se indica na Figura 12 (Kashiwagi et al. 1995), (Moldovan

etal. 2021).
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Figura 11: Equilibrios de protonacdo do acido glutamico. As constantes de protonacdo para os
diferentes equilibrios sdo K1, K2 e K3, e ka, ka', kb, kb' ¢ kc sdo microconstantes que pertencem ao
grupo a-amino e os dois grupos carboxilato (Moldovan et al., 2021).

Da Figura 11 percebe-se que em meios suficientemente acidos pH < 1, o grupo amino
ganha um protdo e as moléculas ficam cationicas HOOC—CH(NH3")—(CH2),—COOH.
(Neuberger 1936). Quando o pH estd em valores entre 2.5 e 4.1, o 4cido carboxilico vizinho
da amina perde o protdo e o AGL fica neutro na  forma
zwitterionica "OOC—CH(NH3")—(CH2),—COOH. Esta ¢ a forma geralmente associada a sua
forma soélida (Rodante, Marrosu, e Fantauzzi 1989). As duas formas referidas anteriormente
existem em iguais concentragdes a pH = 2.1. Para valores de pH maiores, o outro grupo
carboxilico perde 0 protdo e 0 acido existira como aniao
glutamato "OOC—CH(NH"3)—(CH>),—COO~, a que corresponde uma carga negativa em
termos globais. Esta mudanca de protonagdo ocorre a pH = 4.27 (Rodante, Marrosu, e
Fantauzzi 1989). A regido de pH deste estudo para o GMS corresponde aproximadamente 7.2

¢ consequentemente a espécie predominante sera o anido "OOC—CH(NH3")—(CHz),—COO".
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2.4. PROPRIEDADES TERMODINAMICAS

Os estudos sobre as propriedades termodindmicas em geral e volumétricas em
particular incidindo sobre solugdes aquosas de GMS sdo muito escassos. Uma revisdo cuidada
da literatura indica apenas um unico estudo disponivel (Suzuki et al. 2001). Estes autores
estudaram a solubilidade em 4gua na faixa de pressdes desde 0.10 a 300 MPa e a 298.15 K.
Dos resultados obtidos concluiram que a solubilidade determinada em condi¢des de saturagao
a 298.15 K, aumenta com o aumento da pressdo. Para o sal de glutamato ndo hidratado a
pressdo atmosférica e 298.15 K em condi¢des de saturagdo, a molalidade ¢ de m = 3.683 +
0.001 mol.kg! (Suzuki et al. 2001). Estes autores determinaram também a massa voliimica e
volumes molares aparentes das solu¢des de glutamato para concentracdes entre 0.54 molal e
3.84 molal e entalpias de solucdo. Apds uma pesquisa bibliografica ndo foi encontrado
nenhum estudo sobre a influéncia de solugcdes de GMS na desnaturagdo e agregacdo da
LCOG.

Existem, todavia, varios estudos onde se determinaram propriedades volumétricas da
lisozima em solucdes aquosas de sais e liquidos organicos. Foram apresentadas medi¢des de
massa voliimica da lisozima em solugdes aquosas com calculo dos volumes parciais molares
da proteina a 293.15 K, 298.15 K e 303.15 K (Millero, Ward, e Chetirkin 1976). Outros
estudos foram dirigidos para lisozima em solugdes aquosas de sais. As propriedades
volumétricas de lisozima em solugdes aquosas de cloreto de sddio foram estudadas a pH 4.2 e
8.8 a 298.15 K, bem como a influéncia do sulfato de litio, cloreto de magnésio e sulfato de
amonio a pH 4.2 e 298.15 K (Zielenkiewicz 2001), (Zielenkiewicz e Zielenkiewicz 2005),
(Zielenkiewicz e Zielenkiewicz 2007).

O volume parcial molar da lisozima também foi determinado a 303.15 K em solugdes
aquosas de brometo de tetraetilamonio (Banerjee e Kishore 2006), (Chalikian et al. 1996)
onde realizaram estudos de volumes parciais molares de 15 proteinas globulares nas quais se
incluia a lisozima, em solu¢do aquosa a temperaturas que variam de 291,15 a 328,15 K.
Destes estudos resultaram informagdes importantes sobre o estado de hidratagdo das
proteinas. Mais recentemente (Krakowiak, Krajewska, e Wawer 2019) realizaram estudos
térmicos de desnaturacdo de LCOG em agua e solugdes aquosas de N-butilureia. Foi medida a
massa volimica no intervalo de temperaturas desde 298,15 a 353,15 K a pressao atmosférica
e utilizando concentragdes da proteina de 2 a 20 mg por ml de solucdo. Este estudo mostrou

que o efeito de desnaturagcdo pode ser estudado com rigor a partir de dados volumétricos e que
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além disso, ao contrario do que se pensava, as medicdes de massa volumica sugerem que a

proteina desnaturada ndo precisa necessariamente de estar num estado totalmente estendido.
Na Tabela 1 faz-se um resumo dos estudos volumétricos encontrados na literatura

incidindo sobre a LCOG em solu¢des aquosas quer de sais ou de liquidos organicos

considerados relevantes neste tipo de estudos.
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Tabela 1: Revisdo da literatura acerca dos estudos volumétricos com LCOG em solugdes de sais.

Autores Ano

Resumo

(Krakowiak, Krajewska, 2019
e Wawer 2019)

(Jirasek et al. 2018) 2018

(Siddique et al. 2014) 2014

(Ferreira Machado et al. 2007
2007)

(Kamiyama, Matsusita, ¢ 2003
Kimura 2003)

Estudos térmicos de desnaturagdo de LCOG em agua e solu¢do aquosa
de N-butilureia (BU). As medidas densimétricas de alta precisdo foram
usadas para caracterizar e analisar as mudangas do volume especifico
com variagdes de temperatura variando de 298.15 a 353.15K a pressao
atmosférica. A concentragdo da proteina cobriu a faixa de 2 a 20 mg por
1 ml da solugdo. Na regido de desnaturacdo, as mudangas estruturais da
proteina sdo acompanhadas pelo maior aumento dos valores de
temperatura. As medigdes mostram que esse efeito pode ser monitorado
a partir de dados volumétricos.

O volume molar de LCOG e albumina de soro bovino (BSA) em
solugdes aquosas a diferentes valores de pH e em solugdes aquosas
contendo cloreto de sodio, cloreto de amonio, sulfato de sddio ou sulfato
de amonio a diferentes concentragdes, pH de 7.0, a 298,15 K e 1 bar.
Verificou-se que a influéncia do valor de pH e dos sais no volume molar
das proteinas € pequena.

Resultados das medi¢des de massa volumica e velocidade ultra-sonica de
glucose + lisozima + agua, maltose + lisozima + agua, e ureia + lisozima
+ agua. A compressibilidade adiabatica foi calculada para estes sistemas
com ajuda de valores de massa volumica e velocidade ultra-sonica as
temperaturas de 293.15, 303.15, 313.15, e 323.15 K para varias
concentragoes de glucose, maltose, e ureia. A interac¢do entre agucares €
moléculas de agua cria um ambiente polar que ajuda a aumentar as
interac¢des hidrofobicas nas proteinas, estabilizando assim a proteinas,
enquanto que a ureia cria um efeito oposto na estabilizagdo da proteina
devido ao seu papel de quebrar a estrutura da agua.

Influéncia de diferentes valores de pH (3.0, 4.6, 6.0, 8.0 ¢ 9.0) ¢
concentragoes de sal (0.05, 0.1, 0.2, 0.35 e 0.5 mol/l) para os sais (NaCl,
Na2SOs e (NH4)2SO4) na solubilidade e massa volimica da LCOG, a
temperatura de 25 °C. Os resultados mostraram que a solubilidade da
LCOG foi influenciada pelo pH, bem como pela concentragdo e tipo de
sal presente no meio. A solubilidade da proteina aumentou com o
aumento do pH, com solubilidade mais elevada a pH de 9.0 e
solubilidade mais baixa a pH de 4.6. Este comportamento foi verificado
para todos os sais analisados. A massa volimica aumentou com o
aumento da concentracdo de sal.

Massa volumica e espectros de fluorescéncia de misturas terndrias de
agua + dimetil sulfoxido + lisozima e volumes especificos parciais de
lisozima foram determinados a temperatura de 298. 15 K. As misturas
binarias de agua + sulfoxido de dimetilo tem um volume minimo de
excesso quando a fracgdo molar (x) de sulféxido de dimetilo esta na
gama de 0.25 a 0.42, e a lisozima desdobra-se ¢ agrega-se dentro desta
gama. Isto indica forte interac¢do entre agua e dimetilsulféxido pode
influenciar a conformagao da lisozima, interferindo nas interacgdes agua-
lisozima. Na gama x > 0.8, a lisozima estava num estado desnaturado,
tendo um volume especifico parcial de 0.706 cm®g! menor do que o do
estado nativo, 0.712 cm’g’!, provavelmente porque o desdobramento
levou a uma diminui¢do do volume da cavidade da lisozima no solvente.
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3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
3.1. EQUIPAMENTO

As massas volimicas foram medidas num densimetro de tubo vibrante comercial
Anton Paar DMA 512P na faixa de temperatura de 298 K a 353 K a pressdo atmosférica. A

instrumentagdo e equipamentos utilizados neste trabalho estiao representados na Figura 12.
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Figura 12: Esquema dos equipamentos utilizados na medida de massa volumica, E1: seringa de vidro,
E2: unidade DMA 60, E3: unidade DMA 512P, E4: banho termostatico, E6: azoto para limpeza da
linha, (V1 - V4): valvulas, I1: Pt100 e 12: medidor de vacuo.

Na Figura 12, os equipamentos principais sao identificados pela letra E, os indicadores
por um I e as valvulas por V. A secdo de medida da massa volumica ¢ delimitada pelas
valvulas V1 e V2, e ¢ composta por tubos de aco inoxidavel 1/8"°. A amostra entra no
densimetro através de V1, utilizou-se uma seringa de plastico de 5 mL (E1). O densimetro de
tubo vibrante ¢ composto pelas unidades DMA 60 (E2) e DMA 512P (E3). Os periodos de
vibragdo foram visualizados no display da unidade DMA 60 (E2). Utilizou-se um banho
termostatico circulante Julabo F12-ED (E4) com mistura agua-etilenoglicol capaz de regular a
temperatura do fluido em célula do densimetro com flutuagdes inferiores a 0.03 K.

A temperatura da amostra dentro do oscilador de tubo em U foi medida por uma sonda
Pt100 (I1) com incerteza na temperatura de 0.01 K. A sonda ¢ acoplada a um multimetro
digital e ¢ inserida num slot da célula de medicao de alta pressdo (DMA 512P). A sonda de

resisténcia Pt100 foi previamente calibrada com um termometro Isotech TTI-10 certificado
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pela ITS90 com uma incerteza da ordem de 0.001 K. Para tal as sondas de resisténcia Pt100 e
do termdémetro padrdo foram inseridas no banho termostéatico Julabo F12-ED.

O multimetro utilizado foi um Instek, Dual Display, modelo GDM-8245 e ISO-9001
certificado com incerteza de resisténcia u (Q2) =+ 0.01 Q para a faixa de calibragdo até 500 Q.
Tomando em considerag@o as incertezas na temperatura de todos os dispositivos usados na
calibracdo da sonda Pt100, (as incertezas nas constantes de calibragdo, as relativas a
resisténcia do multimetro, a sonda Pt100 e as do termometro de referéncia) a incerteza de
temperatura estimada da curva de calibracdo utilizando a lei de propagacdao de erros foi
calculada como 0.13 K. Para cada temperatura registou-se o periodo até nao existir diferengas

de 10 unidades (correspondente aproximadamente 0.01 kg.m™).

3.2. REAGENTES
Na Tabela 2 estdo apresentados os detalhes relativos aos reagentes, incluindo purezas,
nameros de registo (CAS) e fornecedores. Foi preparada uma solucdo tampao com 10 mM,
para tal foi utilizada dgua (HPLC) e fosfato de sdédio (monobasico e dibasico) em pH = 7.2.
As solugdes GMS + tampao e LCOG + tampao foram preparadas por massa usando uma
balanga Mettler AT 200 com incerteza de 10* g. A incerteza na molalidade foi estimada como

sendo inferior a 10* mol.kg™.
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Tabela 2: Massa molar, pureza, fornecedores ¢ CAS dos reagentes

Composto Estrutura molecular Massa molar  Pureza  Fornecedor CAS
quimico em %
massica
Glutamato de o o 187.13
sodio (GMS) N
HOWONa . HO (g.mol™) >99 Acros 6106-04-3
NH,
Fosfato de sodio (.F.’) 141.96 >99 Sigma 7732-79-4
(dibasico) HO™ | ~O™ Na*
O Na (g.mol™?)
Fosfato de sodio 0 137.99
(monobasico ¢ . 0 .
monohidratado) NaO f’ OH . H,0 (g.mol™) >99 Sigma 7558-79-4
OH
Gli 1 M 92.09 0.995 ish 56-81-5
1CeTo HO \)\/OH . . Fisher -81-
(g.mol™?)
Lisozima clara do 14.3 >99 Sigma 10049-21-5
ovo da galinha
(kDa)
Agua (HPLC) 18.015 >99.99 Scharlau 1250-88-3
(g.mol™?)
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3.3. MEDICAO DA CONCENTRACAO DA LISOZIMA

O calculo de concentragdes ¢ feito geralmente pelo método da espectroscopia de
absorcdo. A espectroscopia de absor¢do ¢ uma técnica que se baseia na diminuicdo da
intensidade de um feixe de luz, quando este atravessa uma amostra. No espectrofotdémetro em
vez da intensidade da luz absorvida o que se regista ¢ o logaritmo da razao entre a intensidade
da luz incidente e a intensidade da luz transmitida, ou seja, a absorvancia
(‘Absorbancia’,2019), (Lima 2013), Figura 13. A absorvancia da lisozima foi medida num
espectrofotometro Spectronic Unicam UV530 UV/Vis com comprimentos de onda entre os

200 a 350 nm utilizando cuvettes de quartzo.

- >
—_—

AMOSTRA
Figura 13: Transmitancia (T) razio entre a intensidade da radiacdo transmitida pela amostra (I)
e a intensidade da radiacdo incidente na amostra (Io). A absorvéancia (A) logaritmo de base dez
vezes o inverso da transmitancia.
Segundo a lei de Beer-Lambert (Lima 2013) a absorvancia de uma amostra (A) esta
diretamente relacionada com a concentra¢dao (C), com o coeficiente de extingdo molar (g)
constante para uma dada substincia dissolvida num dado solvente ¢ medido para um dado

comprimento de onda e a radiagdo que atravessa a amostra (/), expresso na equagao [1].

A=¢lC [1]

Os aminoacidos que contém cadeias laterais aromaticas (tirosina, triptofano e
fenilalanina) exibem absor¢do de luz ultravioleta (UV). Consequentemente, as proteinas
absorvem luz UV proporcionalmente a concentracgio total de aminoéacidos aromaticos. Apenas
os aminodacidos tirosina, triptofano e numa menor extensao da cistina (dois aminoacidos de
cisteina ligados por uma ponte dissulfeto (S-S), como se verifica na lisozima) contribuem
significativamente para a absor¢do a 280 nm da proteina. O coeficiente de extingdo molar de
uma proteina a 280 nm esta relacionado com a sua composi¢do em tirosinas, triptofanos e
cistinas, correspondendo & soma dos coeficientes de extingdo molar a 280 nm destes trés
aminodcidos multiplicados pelo nimero desses residuos existente na proteina, como descrito

pela equacdo [2] (Pace et al. 1995).
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E2gonm = (125 X n2 cisteina) + (1490 X n? tirosinas) + (5500 X n® triptofanos)

2]

O coeficiente de extingdo molar da lisozima a 280 nm (&3g0pm, ) €ncontrado foi de
37970 M! cm!. Sabendo o coeficiente de extingdo molar da lisozima, a concentragdo da
lisozima em solucdo pode ser calculada com a equagdo [1] medindo a absorvancia de cada

amostra a 280 nm.
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4. RESSULTADOS E DISCUSSAO
4.1. CALIBRACAO DA SONDA DE PLATINA (Pt)

Como se referiu anteriormente a temperatura das amostras dentro do oscilador de tubo
em U do densimetro ¢ medida por uma sonda Pt 100 (I1) com incerteza de temperatura + 0.01
K. A sonda estd acoplada a um multimetro digital e ¢ inserida no slot da célula de medigao
(DMA 512P). Esta configuragdo de multimetro digital com sonda de resisténcia Pt100 foi
previamente calibrada com um termoémetro Isotech TTI-10 certificado pela ITS90. Fazendo
variar a temperatura do banho termostatico Julabo F12-ED segundo intervalos de 5 °C,
registavam-se as temperaturas do termometro certificado e a sonda de resisténcia Pt100

correspondente a multimetro Instek, Dual Display.

Os valores de resisténcia (R) lido no multimetro e as temperaturas (T) registadas no
termometro padrdo sdo apresentadas no Anexo B. Na Figura 14 apresenta-se o andamento de
R em funcdo de T para a curva de calibracdo. Pode observar-se que a dependéncia de R face a

T ¢ essencialmente linear do tipo da equacao [3].

T/°C =T+ T1 * R/Q [3]

80 — —

60 — —

T/°C

20 — —

100 110 120 130

R/IQ

Figura 14: Temperatura (T) em fun¢do da resisténcia (R) do termoémetro de platina para a curva de
calibracao.
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Na Tabela 3 apresentam-se com detalhe os resultados do ajustamento de minimos
quadraticos pelo método de Lavenberg Marquardt (Proti¢ e Stankovi¢ 2021). Verifica-se que
o desvio relativo médio percentual (AARD) e desvio médio absoluto (AAD) sdo de valor
baixo, indicativo de uma reta de calibragdo capaz de calcular a temperatura com desvios da

ordem de 0.06 °C.

Tabela 3: Resultados do ajustamento de minimos quadraticos da equacao [3].

Parametro Valor Incerteza
To (K) -259.1706 0.1279
TI(K Q1 2.5878 0.0011
r? 1.0000 -—--
o (°C) 0.0610 -—--
AARD % 0.2500 -—--
AAD (°C) 0.0600 -

cal exp
— pl

exp

P;

AAD(OC) — _Z|Tcal eXP

N
00

AARD% = — Z

% = N Z,

Na Figura 15 apresentam-se os desvios absolutos (Tca- T), onde Tca sdo os valores
calculados com a equagdo [3] e T sdo os valores experimentais (Tabela 3). Tendo em
consideragdo a formula de propagacdo dos erros a incerteza na determinagdo da temperatura,

u(T), seréa:
u(T)Z = u%q + u%er + ugel + Ugsc [4]

onde ugq é a incerteza associada com a utilizagdo da equagio de calibragdo (equacio [3]), ué,
=0.001 °C ¢ a incerteza que esta associada ao termémetro padrao Isotech TTI-10 certificado
pela ITS90, uZ,, = 0.01 °C? a incerteza associada a sonda de platina utilizada e uZs. = 0.03 °C?
a incerteza estimada para oscilagcdes na temperatura na célula do densimetro. Tem-se que:
uzq = (dT/dR)?u(R)? com u(R) = 0.01€Q, resulta uzq = 6.70x10* °C% Substituindo todos os
valores necessarios na equacao [4] obtém-se u(T) = 0.04 °C. Observando a Figura 15 pode-se
reparar que muitos desvios absolutos da temperatura estdo préximos da incerteza prevista pela

equagao [4].
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Figura 15: Desvios absolutos entre valores calculados da temperatura (Tc.1) € experimentais (T). As
linhas a tracejado de cor vermelha representam o valor de AAD.

4.2. CALIBRACAO DO DENSIMETRO

Na medi¢do da massa volumica utilizou-se um densimetro de tubo vibrante. A parte
principal deste aparelho ¢ um tubo oco em forma de U que possui a capacidade de oscilar
quando excitado eletricamente. Uma certa massa de amostra ¢ colocada neste tubo e o que se
mede ¢ o periodo de frequéncia de ressonancia para essa massa, o periodo T ¢ medido com

grande precisdo e relaciona-se com a massa volumica p através da equacdo [5] (Safarov et al.

2009).
p (T, 1) = A(D).T*(T) —B(T) [5]

onde p (T, 1) é a massa volumica a temperatura T, T € o periodo de vibracdo, A e B sdo
constantes de calibracdo. Estas constantes sdo determinadas por ajustamento a valores

experimentais da massa voliimica de fluidos calibrantes.

A calibracdo de densimetros de tubos vibrantes normalmente requer a medicdo dos
periodos de vibracdao de pelo menos dois fluidos de referéncia com valores de massa volimica

de baixa incerteza em amplas faixas de temperatura e pressdo (Safarov et al. 2009).
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Existem na literatura diferentes métodos para a calibracdo de densimetros de tubos
vibrantes (Ihmels e Gmehling 2001), (May et al. 2014). O método (Lagourette et al.
1992) ¢ mais utilizado e foi empregue neste trabalho. A 4gua (w) ¢ o fluido de referéncia
mais utilizado, devido a existéncia de dados de massa volumica de alta precisdo que estdo
prontamente disponiveis («NIST» 2023). Como segunda referéncia considera-se o vacuo
(v), para o qual a massa volumica ¢ considerada como zero. As equacdes [6] e [7]

representam o calculo das massas volumicas respetivamente da dgua (w) e do vacuo (v).

pw(T) = A(T). 1,,*(T) — B(T) [6]

pv(T) = A(T) - 7,*(T) = B(T) 0 [7]
Portanto da equacdo [7] mostra-se que:

B(T)
w3 (T) [8]

A(T) =
e substituindo a equagdo [8] em [6] vem:

o
pu(D) = B(D) (& - 1) [9]

A massa volimica da dgua pode ser retirada com grande precisdo do («NIST» 2023)
para os valores de temperatura para os quais os periodos tw, foram determinados. Desta
forma, por ajustamento aos valores da massa volumica da adgua, conhecendo os periodos de
oscilacdo na dgua e no vacuo a cada temperatura obtém-se os coeficientes B em funcdo da

temperatura. Resolvendo a equacdo [9] em ordem a B(T) obtém-se a equagdo [10].

B(T) = ¥ [10]

w
w1
+)

/X

Uma vez conhecida a fung¢do B(T), a massa volumica p(T), de uma amostra

desconhecida pode ser calculada pela equagado [11].
2
p(D) =B(M (5~ 1) [11]

onde 7 se refere ao periodo de oscilagdo do liquido da amostra a uma dada temperatura. Tal
como se referiu antes para o calculo B(T) de acordo com a equacdo [10] devem ser
conhecidos os trios de valores (tv, Tw, pw) a cada temperatura. A Tabela 4 apresenta os valores

de periodos de oscilacdo t que foram medidos no densimetro de tubo vibrante em fun¢do da
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temperatura T para o fluido de referéncia dgua. Os valores de massa volumica p para cada

temperatura foram retirados do («NIST» 2023).

Tabela 4: Periodos de oscilacdo (t), temperatura (T) e a massa volimica (p) para o fluido de
referéncia agua.

T/K T /ps p/kg.m? T/K T /ps p/kg.m> T/K T /ps p/kg.m?

298.33  4.085783 997.00 313.54  4.093334 992.07 338.41  4.104908 980.41
298.38  4.085795 996.99 313.54  4.093337 992.07 338.41  4.104909 980.41
298.43  4.085813 996.97 319.03  4.095934 989.84 34331  4.107139 977.67
298.41  4.085820 996.98 319.00  4.095940 989.85 34333  4.107143 977.66
298.41  4.085826 996.98 319.00  4.095943 989.85 34333  4.107146 977.66
303.48  4.087939 995.55 32346  4.098017 987.89 348.46  4.109437 974.65
303.46  4.087929 995.56 32346  4.098027 987.89 348.46  4.109448 974.65
303.43  4.087924 995.56 32349  4.098031 987.88 348.46  4.109451 974.65
303.43  4.087919 995.56 32349  4.098032 987.88 348.46  4.109452 974.65
308.82  4.090330 993.80 328.44  4.100333 985.55 353.05 4.111502 971.85
308.82  4.090342 993.80 328.41  4.100333 985.57 353.02  4.111505 971.87
308.80  4.090344 993.81 33349  4.102634 983.02 35326  4.111594 971.72
308.77  4.090341 993.82 33346  4.102646 983.03 35326  4.111597 971.72
313.54  4.093315 992.07 33346  4.102649 983.03

313.54  4.093326 992.07 338.41  4.104902 980.41

au (1) = 1.5x107 ps.

Os valores do periodo de oscilacdo (1) que foram medidos experimentalmente em
funcdo da temperatura (T) para o fluido de referéncia vacuo a pressdes da ordem de 5 Pa estdo

apresentados no Anexo C.

Com os valores da massa volimica e dos periodos de oscilagao da agua e do vacuo na
equacdo [10] determinou-se a cada temperatura, o valor do pardmetro B, por isso os periodos
na dgua e no vacuo foram ajustados por polindmios na temperatura aos valores experimentais.
Isto por dois motivos, em primeiro lugar os periodos em vacuo e para a agua foram
determinados a diferentes temperatura e pressdo, em segundo lugar procurou-se um
tratamento uniforme para os dois casos sendo mais apropriado dispor de fungdes para

representar os periodos de oscilagdo. Considerou-se a equacao [12] do tipo polinomial.

Tyw = D=0 Civ/w T! [12]

onde ciy ¢ Ciw sd0 os coeficientes do ajustamento por minimos quadraticos para o vacuo e a

agua, respetivamente.

Na Tabela 5 indicam-se os coeficientes ciy € Ci,w bem como os indicadores estatisticos

dos ajustamentos.
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Tabela 5: Coeficiente do ajustamento por minimos quadraticos da equagao [12].

Parametros Valores
Vicuo (Ty)
cov (Us) 3.7469
ciy (us.Kh) 3.7097x10*
ca2y (us. K2) 2.3682x107
r’ 1
o (us) 1.2686x107
AARD (%) 2.2479x10*
AAD (ps) 8.8000%10°
Agua (Ty,)
cow (Us) 4.3574
ciw (us.Kh) -3.5508%1073
cow (us.K?) 1.3017x107
cow (us.K?) -1.3972x108
r’ 0.9995
G (us) 0.0002
AARD% 3.6314x107
AAD (ps) 1.4900x10*
cal __exp

100 «N [T

T.

0 — i i

AARDY = —= TN, |H
1

1
AAD(ps) = EZ?‘:J‘EF"] -7

Na Figura 16 sdo representados os valores experimentais (t) registados para o periodo
em vacuo e os calculados pela equacdo [12] (t,). Observa-se boa concordancia entre
valores experimentais e calculados com a equagdo [12]. Na Figura 17 se representam os
desvios absolutos entre os valores experimentais do periodo de oscilagdo do vacuo e
calculados pela equagdo [12] em fun¢do da temperatura. Pode-se observar que a maioria dos
valores das diferengas (T.4- 1) estdo dentro dos limites de AAD = 8.8x10° us referido na
Tabela 7. Este valor é proximo ao valor da incerteza padrdo u (t) = 1.5x107us indicado na

Tabela 4.
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Figura 16: Periodo de oscilagdo em vacuo (1) experimentais e calculados (tca) pela equacao [12].
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Figura 17: Desvios absolutos entre o periodo de oscilagdo em vacuo experimental (1) e calculados
(teal) pela equagdo [12] em fungdo da temperatura. As linhas a tracejado de cor vermelha representam
o valor de AAD.
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Os valores da fungdo B(T) foram calculados pela equacdo [10] usando os dados

indicados na Tabela 4 e 5, indicam-se na Tabela 6 e representam-se na Figura 18.

Tabela 6: Valores de B em fun¢do da temperatura T.

T (K) B (kg.m"?) T (K) B (kg.m"?)
298.33 9103.73 323.49 9084.07
298.38 9103.76 323.49 9084.07
298.43 9103.71 328.44 9078.61
298.41 9103.73 328.41 9078.71
298.41 9103.73 333.49 9073.89
303.48 9102.84 333.46 9073.88
303.46 9102.87 333.46 9073.88
303.43 9102.81 338.41 9070.58
303.43 9102.81 338.41 9070.58
308.82 9099.52 338.41 9070.58
308.82 9099.52 34331 9069.01
308.80 9099.54 343.33 9069.05
308.77 9099.57 343.33 9069.05
313.54 9095.23 348.46 9069.88
313.54 9095.23 348.46 9069.88
313.54 9095.23 348.46 9069.88
313.54 9095.23 348.46 9069.88
319.03 9089.20 353.05 9073.28
319.00 9089.22 353.02 9073.29
319.00 9089.22 353.26 9073.50
323.46 9084.09 353.26 9073.50
323.46 9084.09
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Da Figura 18 verifica-se que B ¢ uma funcdo decrescente em T com acentuado

decréscimo na regido de temperatura intermédia.

9110

9100 — —

9090 — —

B/kg.m_3

9080 — —

9070 — —

9060 ' ' '
300 320 340 360

T/K

Figura 18: Pardmetro de calibragdo B em fun¢ao da temperatura (T).

Para efeitos de calculo da massa voltimica (p) de diferentes amostras a partir da curva
de calibracdo dada pela equagdo [11], foi conveniente ajustar uma fun¢do polinomial na

temperatura a B (T). Considerou-se para o efeito a equacao [13].

B(T) = Yiob;i T [13]

Na Tabela 7 apresentam-se os coeficientes b; da equacao [13], bem como os respetivos
indicadores estatisticos. Da Tabela 7 pode concluir-se que a equagdo [13] representa de forma
excelente o pardmetro B da curva de calibragio com AARD = 5.5x10* (%) e AAD = 0.051
(kg.m™).

Densidades de glutamato de sodio e da lisozima da clara do ovo da galinha em solu¢des aquosas de fosfato de sodio 31



Tabela 7: Coeficientes bi da equagdo [13] e indicadores estatisticos.

Parametros Valores
bo (kg.m™) -15224.8
b1 (kg.m3.K) 229.119
b2 (kg.m>.K?) -0.7161
b3 (kg.m>.K?) 7.4236x10*
r? 1.0000
6 (kg.m?) 0.05 kg.m™
AARD% 5.5 x10*
AAD/(kg.m™) 0.051

Bfal—Bpr
€xXp
B;

100
“AARD% = — XL,

® AAD(kg.m™) = L XN, [Bf*' — B

1

Na Figura 19 representam-se os desvios absolutos, entre os valores de B registados na
Tabela 6 e os calculados pela equagdo [13] Bca com coeficientes b; da Tabela 7. Os desvios
absolutos de B estdo compreendidos na faixa definida por AAD = 0.051 kg.m> como
podemos observar na Figura 19 a zona com os limites a vermelho e sdo geralmente inferiores

a 0.1 kg. m3 de uma forma geral.
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Figura 19: Desvios absolutos, entre os valores de B e os calculados Bca, em fungdo da temperatura
(T). As linhas a tracejado de cor vermelha representam o valor de AAD.
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Na Figura 20 apresentam-se os desvios absolutos para a massa volimica da agua
calculada (pcar) pela equacdo [11] e os valores de massa volumica (p) da literatura (Kell 1975),
(Tanaka et al. 2001) e («NIST» 2023). Pode observar-se que os desvios absolutos da massa

voliimica caem na regido 0.01 kg.m™ no intervalo 298 K < T <353 K.

0.05 T T T T T T
+
0.04 =
+ O Tanaka et al.
O  Este trabalho
0.03 — + B + Kaell
i c o
sy 002 =
=4
~
[oN
5 001F —
Q
p—
0.00 _
-0.01 - _
0.02 l l l l l l
300 310 320 330 340 350 360
T/IK

Figura 20: Desvios absolutos entre as massas volimicas (pca1) calculada pela equagdo [11] e os valores
da literatura (Kell 1975), (Tanaka et al. 2001) e («NIST» 2023) (p) em fungdo da temperatura (T)
para a agua.

Resumindo a determinacdo da massa volumica p, de uma amostra liquida a pressdo
atmosférica, para a qual se mede o periodo 1, a uma dada temperatura T ¢ calculada pela
equacdo [11] em que os valores de B e 1, s@o determinados a partir das equagdes [12] e [13],

com os coeficientes retirados das Tabelas 5 e 7, respetivamente.

4.3. INCERTEZA NA MASSA VOLUMICA

A incerteza na massa volumica medida foi avaliada conforme descrito em («BIPM»

2023). A incerteza combinada ¢ dada pela soma de varias parcelas através da equagdo [14].

2 — 142 2 2 2
u (p) = Ugistema + Ucalib + Urefer + uimpur [14]
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onde uZgema, corresponde as incertezas devido a oscilagdes de temperatura dentro do
; 2 \ . . -

densimetro, ugZ,;;, corresponde as incertezas decorrentes do processo de calibragdo e

relacionadas com a equacdo [11] usada na calibragdo, uZ... ¢ o termo de incerteza

2

relacionado com a massa volumica do liquido de calibragdo (4gua) e ujy,,

¢ a incerteza para a

impureza do calibrante (a 4gua).

s 2 ; .
A contribuigdo ugsiema € dada por:

2 _ (90)? > _ 2,2
Usistema = (ﬁ) u (T) - (ap X p) u (T) [15]
onde o, ¢ a expansividade térmica da agua.

Como mencionado anteriormente, a incerteza da expressdo u (T) = 0.13 K. A
expansividade térmica o, da dgua no intervalo de temperatura deste trabalho foi calculada a
partir dos dados da massa volumica utilizados na calibracdo do sistema, obtidos do («NIST»
2023). Da equagdo [15] resulta o valor médio uZ ,mg = 0.04 kg>m® na regido de
temperatura 298 K < T < 353K para dgua. Para o ar serd aproximadamente nula dado que

neste caso p = 0 kg.m™,

O termo de incerteza de calibragdo u2,;;, foi calculado considerando a lei de

propagagao dos erros aplicada a equacdo [11].

Assim, a contribuigdo uZ,;;,, é:
ap\? ap\2 ap\? ap\2
W = |(2) w® + (2) @@ +(2) w@y?|+ (%) wm [16]

onde

(.= (5-1) 1)

(30),.= % [18]
Ga),.= [19]
5r) = G5)... GO + (32),., Go) + G2, (G7) 120]
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Os trés primeiros termos da equacdo [16] entre paréntesis retos, referem-se a
influéncia da incerteza inerente a utilizacao das equagdes [12] e [13] na equagdo [11]. Por isso
nestes termos foram utilizados como incertezas padrdes estimadas: u (7) = 0.13 K, u (B) =
0.05 kg.m™ (Tabela 7), o(t) = 2x10** us (Tabela 5) e o(ty) = 1.3x107 us (Tabela 5). O Gltimo
termo na equacdo [16] refere-se 4 influéncia da incerteza da temperatura no calculo da massa
volumica pela equacdo [11]. Inserindo todos os termos anteriores na equagdo [16], obtém-se o
valor u2,;;, = (0.97)? kg>.m®, com variagdes muito pequenas (da ordem de 2x107 kg2.m™) em
cada ponto (T, ), no intervalo de temperatura 298K < 7' < 353 K para agua. Convém aqui
referir que a maior contribuigio para uZ,;;, ¢ a do termo (8p/07)*u*(7) da equagdo [16], esta é

2
da ordem de u;,;;,.

Na realidade espera-se que a contribuigdo uZ2,;;;, seja menor que o valor encontrado,
dado que a incerteza o(7) = 2x10* pus deve ser exagerada comparando com o valor o (7y) =
1.3x107 ps. Como referiu-se no caso da agua, o banco de dados («NIST» 2023) foi usado
para os dados de massa volumica necessarios para a calibragdo. Os dados do («NIST» 2023)
sdo baseados na formulagdo IAPWS-95 (Wagner e Prufl 2002) cuja incerteza de massa
volumica ¢ de 0.0001% a pressdo atmosférica e temperaturas até 423K («NIST» 2023)

(correspondente a desvios na massa volumica de 0.001 kg.m). Consequentemente, uZ, fer €

da ordem de 1.0x107 kg?.m™.

O efeito das impurezas na dgua para a incerteza na massa volumica foi considerado
como segue. Para a dgua, a pureza indicada apresentada na Tabela 4 inclui concentragdes
muito baixas de sais, permitindo concluir uma incerteza insignificante devido a impurezas e

desta forma uizmpur = 0. Finalmente, considerando todas as incertezas, a incerteza combinada

maxima estimada da equagdo [14] é u (p) = 0.98 kg.m>.

4.4. MASSA VOLUMICA DO GLICEROL (SUBSTANCIA TESTE)

O glicerol ¢ uma substancia muito importante utilizado nas mais diversas areas € a sua
massa volumica tem sido medida inimeras vezes a pressdo atmosférica. (Prieto et al. 2016),
(Egas et al. 2021). Pode ser obtido com elevado grau de pureza até 99.9 % (m/m) e deste
modo dado o seu baixo custo, pode ser utilizado como calibrante de massa voliimica (ja o ¢

para indice de refrag¢do). Por isso decidiu-se medir a massa volimica do glicerol num extenso
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intervalo de temperatura e como teste da curva de calibracdo da massa volumica (equagao

[11]).

glicerol, obtidos da curva de calibragdo a partir de dados (7, R) (registados no Anexo D).

Na Tabela 8 apresentam-se os valores experimentais da massa volimica para o

Tabela 8: Massa volumica (p) do glicerol em fungdo da temperatura (T).

TK  p/kg.m? T/K p/kg.m> T/K p/kg.m> T/K p/kg. T/K p/kg.m> T/K p/kg.m>
m3

298.22 1259.10 308.69 1252.60 323.77 1241.20 333.75 1233.70 338.77 1230.10 347.92 1224.20
298.20 1259.30 308.69 1252.50 323.75 1241.30 333.75 1233.70 338.77 1230.10 347.92 1224.20
298.22 1259.20 308.69 1252.50 323.75 1241.30 333.75 1233.70 343.80 1226.70 353.00 1221.50
298.20 1259.30 313.56 1249.10 323.75 1241.30 333.75 1233.70 343.80 1226.70 353.00 1221.50
298.22 1259.30 313.56 1249.00 323.75 1241.30 333.72 1233.70 343.80 1226.70 353.02 1221.40
298.22 1259.30 313.54 1249.10 323.75 1241.30 333.72 1233.70 343.80 1226.70 353.02 1221.40
298.22 1259.30 313.54 1249.10 323.75 1241.20 333.72 1233.70 343.80 1226.70 353.02 1221.40
298.22 1259.30 313.54 1249.10 323.75 1241.20 333.72 1233.70 343.80 1226.70 353.00 1221.40
303.12 1256.40 313.54 1249.10 323.75 1241.20 333.75 1233.70 343.80 1226.70 353.00 1221.40
303.12 1256.30 313.54 1249.10 323.72 1241.30 333.72 1233.70 343.80 1226.70 353.00 1221.40
303.12 1256.30 318.51 1245.30 328.62 1237.50 338.77 1230.00 343.80 1226.70 353.00 1221.40
303.12 1256.30 318.51 1245.30 328.62 1237.50 338.77 1230.10 343.80 1226.70 353.00 1221.40
303.10 1256.40 318.51 1245.30 328.59 1237.50 338.77 1230.10 347.92 1224.10 353.00 1221.40
303.10 1256.40 318.51 1245.30 328.59 1237.50 338.77 1230.10 347.92 1224.20 353.02 1221.40
303.10 1256.40 318.51 1245.30 328.59 1237.50 338.77 1230.10 347.95 1224.10 353.02 1221.40
308.69 1252.60 318.51 1245.30 328.59 1237.50 338.77 1230.10 347.95 1224.10 353.02 1221.40
308.69 1252.60 318.51 1245.30 328.59 1237.50 338.77 1230.10 347.92 1224.20 353.02 1221.40
308.67 1252.70 318.51 1245.30 328.59 1237.50 338.77 1230.10 347.92 1224.20

308.67 1252.60 318.49 1245.30 328.59 1237.50 338.77 1230.10 347.92 1224.20

308.67 1252.60 318.49 1245.30 328.59 1237.50 338.77 1230.10 347.92 1224.20

308.67 1252.60 323.77 1241.20 328.59 1237.50 338.77 1230.10 347.92 1224.20

u(T)=0.13K; u (p) =0.97 kg.m™>

Para descrever os valores da massa volumica do glicerol ajustou-se a funcdo

polinomial, equagdo [21], cujos coeficientes di e indicadores estatisticos sdo dados na Tabela

9.

p/kgm™3 = Y2 d; T

[21]
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Verificando os valores do desvio padrao, de AARD e AAD da Tabela 9 pode concluir-
se que a equacdo [21] traduz de forma excelente os resultados experimentais da massa
volumica do glicerol, os valores do desvio padrdo e de AAD sdo inferiores a incerteza

experimental.

Tabela 9: Coeficientes (di) da equagdo [21] e indicadores estatisticos.

Parametros Valores
do (kg.m™) 1571.8448
di (kg.m3. K1) -1.3260
d2 (kg.m3. K?) 9.4003x10*
r? 0.9988
o (kg.m?) 0.4
AARD% 0.03
AAD (kg.m?) 0.4
N N
100 Bl — BS*P 1
AARDY% = ~ Z IBTPI AAD(kg.m™3) = NZ'Bical _ Biexp
i=1 i i=1

Na Figura 21 apresentam-se os valores de massa volimica do glicerol traduzidos pela
equacao [21] (Eq. 19), os valores experimentais (Este trabalho) e valores selecionados de

alguns autores (apresentados no Anexo E).
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N
$ \\ O  Prieto et al.
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O A [0 McDuffie et al.
FA % Darbari etal
1260 —| b\ - arbari etal.
. -+ Daridon
N
o & + Lietal
N
> Egorov et al.
x
\%\ A\ Shell Comp
P O s ——- Eq. 19
g \El o) Ge et al.
ob 1240 —| & —
= Bl
SN El\ .
E o
N
E'\+ (@)
-
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~
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1200 L L L L
280 300 320 340 360
T/K

Figura 21: Comparagao da massa volumica do glicerol (p) dos valores obtidos neste trabalho com os
da literatura em funcdo da temperatura (T).
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A Figura 22 representam-se os desvios relativos entre massa volimica (p) calculada
pela equacdo [21] e a calculada pelo conjunto de autores selecionados (pca). Da observagao da
Figura 22 pode concluir-se que existe um conjunto de autores (Khelladi et al. 2009), (Li, Su, e
Wang 2007), (Egorov, Makarov, e Kolker 2013), (Koohyar et al. 2011), (Ge, Ma, ¢ Chu
2010), (Kijevcanin et al. 2013) para os quais os desvios relativos entre os valores deste
estudo e desses autores sdo essencialmente positivos de cerca 0.1% para o intervalo de
temperatura entre 298 K a 308 K passando depois a negativos da ordem de - 0.1 % até 353.15

K. Estes desvios representam desvios absolutos até cerca de 1.2 kg.m™.

Os valores de (McDuffie et al. 1969) apresenta desvios positivos decrescentes com a
temperatura enquanto os de (Palani, Srinivasan, e Lakshmi 2011) de (Adamenko et al. 2006),
(Prieto et al. 2016) exibem desvios negativos maiores que 0.2 % (maiores que 2.5 kg.m™) para
temperaturas superiores a 320 K. Mesmo assim estes desvios ndo sdo exagerados, podendo
afirmar-se que o valor da massa volumica deste estudo concorda muito bem com a maioria

dos valores da literatura em geral com desvios maximos de 1.5 kg.m.

0.6 T T T |
0.4 t o
. A O  Prieto et al.
O  McDuffie et al.
[u] Y% Darbari et al.
® + + Khelladi et al.
0.2 - i * .
§ v *# 0 + Lietal
b o %
<
30 M % $ X H O X Egorovet al.
o * % A Shell Comp
= 0.0 M + _ X  Koohyar et al.
_é- v + Palani and Srinivasan
.‘I'_ X
v + TA
o + Vv Bosart and Snoody.
+ & o ¥ + s + A + %. Ge et al.
v + v Adamenko
0.2 - -!; vV v — -+ Miriana et al.
o
v
v
o
v vv
o
0.4 | 1 1 1
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Figura 22: Desvios relativos entre a massa volumica (p) calculada pela equagdo [19] e calculados pela
literatura (pcar) do glicerol em fungdo da temperatura (T).
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4.5. MASSA VOLUMICA DAS SOLUCOES DO GMS

Ap6s a calibragdo e teste do densimetro de tubo vibrante, procedeu-se ao registo dos
periodos de vibragdo (1) da solugdo tampao (no Anexo F) e das solugdes aquosas de GMS no
tampao (10 mM de fosfato de s6dio com pH = 7) em funcdo da resisténcia (R) com
molalidades de 0.2546 (duas réplicas Al e A2), 0.5219 (duas réplicas Al e A2), 1.1006 (duas
réplicas Al e A2), 1,7477 e 2.4761 mol.kg! (no Anexo G).

A massa volimica das solucdes aquosas de GMS dissolvido no tampao (10 mM de
fosfato de s6dio com pH = 7) com molalidade acima referidas foram determinadas pela
equacdo [11]. Em cada sistema (GMS + tampdo) foram feitas determinacdes da massa
voliimica entre as temperaturas de 298.15 K a 353.15 K. A cada temperatura foram efetuadas
varias réplicas de massa volumica registando-se aquelas que correspondiam a variagdes do

periodo de vibragdo de cerca de 10 us (correspondendo a aproximadamente + 0.05 kg.m™).

Na Tabela 10 apresentam-se os resultados da massa volumica (p) em funcido da
temperatura (T) a pressdo atmosférica para todos estes sistemas. Apenas apresentam-se 0s
resultados da massa volumica média e do respetivo desvio padrdo para a temperatura média
do conjunto das temperaturas de cada determinagdo. Cabe aqui recordar que a informagao
para massa volimica do glutamato existente na literatura ainda ¢ muito escassa, existindo

apenas resultados a temperatura de 298.15 K (Suzuki et al. 2001).
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Tabela 10: Massa voliimica (p) da solucdo tampao de fosfato de sédio e do GSM em solucdo tampao
em fungdo da temperatura (7) e da molalidade (m).

m (mol.kg™") T (K) p (Kg.m™) g, (Kgm?)  m(molkg”) 1(K) p (Kgm?3) o, (Kg.m?)
0 298.04 1002.36 0.03 1.1006/A1 298.34 1082.74 0.05
(10mM 308.24 999.33 0.01 303.43 1079.83 0.03
fosfato) 313.28 997.31 0.01 308.92 1076.47 0.04
318.25 994.97 0.10 313.30 1073.68 0.00
323.29 992.37 0.05 318.54 1069.96 0.03
328.22 989.72 0.02 323.60 1065.90 0.02
331.09 988.07 0.04 328.73 1061.91 0.03
333.20 986.96 0.04 333.64 1057.87 0.04
338.19 984.13 0.05 343.59 1049.22 0.04
348.01 978.90 0.05 353.05 1039.68 0.05
353.11 976.51 0.01 1.1006/A2 298.35 1082.04 0.49
347.92 979.26 0.10 303.35 1079.59 0.02
346.01 980.29 0.03 308.29 1077.59 0.05
313.28 998.04 0.02 313.26 1074.75 0.03
0.2546/A1 293.80 1019.00 0.09 318.18 1071.99 0.03
303.87 1013.27 0.14 323.15 1068.93 0.03
313.91 1005.89 0.08 328.09 1065.56 0.09
318.46 1001.48 0.04 333.03 1061.68 0.03
323.53 996.57 0.07 337.95 1058.48 0.01
333.09 986.31 0.12 342.86 1055.70 0.01
0.2546/A2 298.22 1012.57 0.05 1.7477 298.25 1126.65 0.05
303.42 1010.43 0.01 303.82 1123.10 0.01
308.77 1007.20 0.09 308.90 1120.22 0.03
313.55 1003.97 0.03 313.57 1117.20 0.02
318.70 1000.36 0.03 318.93 1113.54 0.03
323.75 996.45 0.00 323.55 1110.32 0.02
333.46 988.66 0.02 333.25 1103.00 0.02
338.57 984.35 0.03 343.23 1095.15 0.03
343.10 980.54 0.04 353.15 1086.22 0.01
348.02 975.82 0.09 2.4761 303.61 1164.29 0.04
353.13 970.79 0.10 313.55 1157.93 0.07
0.5219/A1 298.64 1037.39 0.02 323.47 1150.71 0.03
303.25 1035.12 0.02 333.37 1143.41 0.02
308.51 1032.27 0.02 343.20 1136.29 0.02
313.59 1029.12 0.01 353.02 1129.04 0.07
318.85 1025.60 0.02
323.77 1022.19 0.01
333.66 1014.60 0.03
343.32 1006.38 0.02
353.34 996.27 0.07
0.5219/A2 298.34 1044.93 0.07
303.34 1041.69 0.36
308.32 1037.80 0.19
313.26 1034.16 0.18
318.22 1029.77 0.18
323.15 1025.33 0.08
328.09 1021.13 0.15
333.03 1016.92 0.06
337.96 1012.61 0.04
342.86 1006.73 0.15
347.78 1001.01 0.50
352.67 995.70 0.44

_\Pi _Z(Pi_<p>)2
<p>_ZN, %= N-1
1 L
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O registo dos periodos de vibragdo (t) no tampao (10 mM de fosfato de sédio com pH
= 7.2) em funcdo da resisténcia (R) encontram-se representados no Anexo F. Com estes
valores experimentais de periodo obteve-se os valores de massa volimica do tampao e foram

ajustados a uma equacdo polinomial, a equagado [22].
p(kg.m™3) = —2191.88 + 29.6898T(K) — 0.0906496T2(K) + 9.05675 x 10~5T3(K) [22]
a que corresponde r> = 0.9998 e desvio padrdo ¢ = 0.1 kg.m™.

A massa volumica do tampao registada na Tabela 10 compara-se na Figura 23 com a
massa volumica da dgua com HPLC cujos valores do («NIST» 2023) foram tomados como

referéncia na calibracdo do densimetro.

Da Figura 23 observa-se que a massa volimica da dgua com HPLC ¢ inferior a da
solu¢do tampdo na regido de temperatura considerada. Os valores diferem entre 4 kg.m™ para
as temperaturas intermédias 328 K a 348 K. Conclui-se que a adi¢do de fosfato de sodio

modifica ligeiramente a massa volumica da agua (cerca de 0.5 %).
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Figura 23: Massa volumica (p) das solucdes aquosas de tampao de fosfato e da 4gua HPLC em funcédo
da temperatura (7).
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Ajustou-se uma equagdo polinomial aos valores da massa volumica do GMS
apresentados na Tabela 10 em funcdo da molalidade das solugdes (m) e a temperatura (7)

como variaveis independentes, expressa pela equacao [23].
p(MT) = YioXjzopijmT" [23]

Os coeficientes py da equagdo [23] foram determinados pelo método de Levenberg-
Marquardt (Proti¢ e Stankovi¢ 2021) com um grau de confianca de 95% e s@o apresentados na

Tabela 11.

Tabela 11: Coeficientes da equacdo [23] e parametros estatisticos relativos do ajustamento aos valores
da massa volimica da Tabela 13.

pij Valor r? 0, (kg.m™®)  AARD % AAD (kg.m?)
P00 772.5840 0.9980 2.2 0.15 1.6
poi 109.5090
po2 -9.7254
p1o 2.0633
p Ll -0.1522
P20 -0.004.4427
P21 0.0003.3143
cal_ exp

100 wy

“AARDY% = 2 3N [P b
N

_ 1
7 PAAD (kg.m™3) = T XN, |pfe! — p*? |

Na Figura 24 faz-se a representa¢dao 3D da massa volumica (p) do GMS em funcao de
molalidade (m) e da temperatura (7). Os circulos a cheio representam os valores

experimentais e a malha corresponde a superficie gerada pela equagdo [23].
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Figura 24: Representagdo 3D da massa volimica das solugdes de GMS em tampao (10 mM em
fosfato de sddio com pH = 7) em fun¢do da temperatura (T) e da molalidade (m) de GMS.

Os valores experimentais da massa volimica apresentados na Tabela 10 representam-
se na Figura 25 onde também se comparam com os valores calculados resultantes da equagao

[23]. As linhas referem-se aos valores calculados com a equacao [23].
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Figura 25: Massa volumica das solugdes aquosas de GMS (p) em tampao de fosfato para as variagdes
de molalidade (m) em fun¢ao da temperatura (T).

Da observacao das Figuras 24 e 25 verifica-se que a massa volumica ¢ uma funcao
suavemente quadratica na temperatura e na molalidade do sal. Ambas Figuras reforgam o bom

ajustamento da equagdo [23] aos valores experimentais da massa volimica das solugdes de

GMS.

Para uma comparagdo mais rigorosa entre os valores experimentais (p) e calculados
pela equagdo [23] (pcalc) apresentam-se na Figura 26, os desvios relativos (%) em funcao da
temperatura (T) para as molalidades (m) de sal que foram testadas. Pode concluir-se que os
desvios relativos se situam na regido definida pelo valor de AARD = 0.15% para a maioria dos
ensaios. Alguns desvios claramente fora desta tendéncia sdo observados para as segundas

replicas com m = 0.2546 e m = 0.5219 mol.kg! na regido de temperatura T < 343 K.
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Figura 26: Desvios relativos percentuais da massa volimica entre os valores experimentais (p) e
calculada pela equagdo [23] (pcac) das solugdes de MSG em fungdo da temperatura (T) para as
variagdes de molalidade (m).

Suzuki et al. mediu a massa volimica de GMS em solugdes aquosas a 298.15 K a
pressdo atmosférica com um picndémetro tipo Ostwald (50 cm?). Saliente-se que este é o inico
conjunto de resultados encontrado para a massa volimica do GMS em solugdes aquosas. Para
a comparagdo dos valores da massa volimica deste trabalho com os de Suzuki et al. a 298.15
K, procedeu-se ao ajustamento dos valores dessa propriedade referido na Tabela 10, a
polindmios de terceiro grau na temperatura. Com esses polindomios calcularam-se os valores
da massa voliimica a 298.15 K em fun¢do da molalidade (m). Estes valores foram depois

ajustados a uma equacao quadratica em (m), obtendo-se equacao [24].
p(kg.m™3) =992.224 + 91.0387m — 8.15562m? [24]

a que corresponde r> = 0.994 e 6 =1.5 kg/m°.
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Na Figura 27 comparam-se os valores da massa volumica (p) das solu¢des aquosas de
GMS em tampao em funcdo da molalidade (m) a 298.15 K deste trabalho com os que foram

medidos por (Suzuki et al. 2001) a mesma temperatura, para solu¢des aquosas de GMS.
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Figura 27: Comparagéo dos valores de massa volumica (p) das solugdes aquosas de GMS em tampao
de fosfato, em fung¢do da molalidade (m) a 298.15 K deste trabalho com as medidas por Suzuki et al a
mesma temperatura.

Como se pode verificar a concordancia das massa volumicas deste trabalho e as
medidas por (Suzuki et al. 2001) ¢ excelente. Os desvios minimo e maximo sao -0.06% (-
0.6722 kg/m?) e 0.32% (3.7077 kg/m?) no intervalo de molalidade 0.54 molkg! < m < 3.84
mol.kg!.
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4.6. VOLUME MOLAR APARENTE DAS SOLUCOES DO GMS

Os volumes molares do GMS nas solugdes de tampao foram calculados pela equacdo

[25] (Singh 2007).

_ M, 1000 (po=p
=1t (pop) [25]

onde m ¢ a molalidade da solugdo (mol. g!), p € po sdo as massas volimicas da solugdo de
GMS e do tampdo respetivamente (g.cm™) registados a uma dada temperatura e M designa a

massa molar do soluto glutamato de sodio (M = 169.11 g.mol™!).

Para célculo dos valores da massa volimica (p) das solu¢des de GMS utilizou-se a
equacao [23] dada a boa representagdo dos valores experimentais conseguida por esta equagao
enquanto para po se calculam com a equacdo [22]. Na Tabela 12 mostram-se os valores do
volume molar aparente do GMS nas solugdes tampao de fosfato para as gamas de molalidade

e temperatura experimentais.

Tabela 12: Volumes molares aparentes do GMS na solucdo tampao de fosfato determinados pela
equacdo [25].

m T Vo m T Vo M T Vo

(mol.kg™) (K) (ecm’.g') (molkgh) X) (em’.g-")  (mol.kg™") X) (cm?.g™)

0.5219 298.15 83.3 0.5219 323.15 102.1 0.5219 353.15 133.6
1.7477 298.15 87.1 1.1006 323.15 95.1 1.1006 353.15 106.2
2.4761 298.15 87.8 1.7477 323.15 90.9 1.7477 353.15 96.3
1.1006 298.15 89.6 2.4761 323.15 90.9 2.4761 353.15 94.0
0.5219 303.15 87.8 0.5219 333.15 109.6
1.7477 303.15 88.1 1.1006 333.15 97.7
2.4761 303.15 88.5 1.7477 333.15 923

0.5219 313.15 95.4 2.4761 333.15 91.8
1.1006 313.15 92.7 0.5219 343.15 119.5
1.1006 313.15 91.5 1.1006 343.15 101.3
1.7477 313.15 89.7 1.7477 343.15 93.9
2.4761 313.15 89.8 2.4761 343.15 92.8

Densidades de glutamato de sodio e da lisozima da clara do ovo da galinha em solu¢des aquosas de fosfato de sodio 47



Ajustou-se uma equagdo polinomial da forma descrita na equacdo [26] aos valores do

volume molar aparente do GMS.
Vo(m,T) = YicoXjeovi; m/Tt [26]

Os coeficientes vj; da equagdo [26] foram determinados pelo método de Levenberg-
Marquardt (Proti¢ e Stankovi¢ 2021) com um grau de confianca de 95% e sdo apresentados

na Tabela 13.

Tabela 13: Coeficientes da equagdo [26] e pardmetros estatisticos do ajustamento.

Vij Valor r? o(cm’.g’)  AARD (%) AAD (kg.m?)
V0,0 710.8680 0.9848 1.3 0.9 0.8
V0,1 -501.4030
V0,2 90.5735
V1,0 -5.1346
V1,1 43018
V12 -0.8537
V2,0 0.0101
V2,1 -8.6946x1073
V22 1.8183x1073
AaRDys =22 BT pap(egm) = L vget — vl

A representacgdo tridimensional dos valores do volume molar aparente (V) em funcao
de m e T ¢ apresentada na Figura 28 onde os circulos a cheio representam os valores
experimentais da Tabela 12 e a malha corresponde a superficie gerada pela equagdo [26]. Os
indicadores estatisticos da Tabela 13 em particular os valores de AARD% e AAD e a malha
3D gerada na Figura 28 permitem concluir que a equagdo [26] consegue uma representacao

razoavel do comportamento (m, T, V) para as solugdes de GMS.
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Figura 28: Representagdo 3D do volume molar aparente (V) do GMS na solugio tampdo de fosfato
em funcao da temperatura (7) e da molalidade (m).

Os valores registados na Tabela 12 foram comparados a temperatura de 298.15 K com
os referidos por (Suzuki et al. 2001) na Figura 29. Pode verificar-se que os valores deste
estudo estdo em boa concordancia com os de (Suzuki et al. 2001) que foram determinados
para solugdes aquosas. Apenas para os valores de m = 1.1006 mol.kg! ndo se verifica tdo bem

a concordancia.
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Figura 29: Volume molar aparente (7,) do GMS na solugéo tampao de fosfato de sédio (com pH= 7)
em fun¢do da molalidade (m) a temperatura de 298.15 K comparados com os determinados por
(Suzuki et al., 2001) para as solugdes de sal.

Na Figura 30 representam-se os valores de ¥, do GMS nas solu¢des de tampao, em

funcdo da molalidade (m) para cada temperatura (7).

Densidades de glutamato de sodio e da lisozima da clara do ovo da galinha em solu¢des aquosas de fosfato de sodio 50



140 T T T T T
o T=303.15 K
O T=313.15K
T=323.35 K
[m] T=333.15K
[m] T=343.15 K
T=353.15 K
120 |- o _|
_/-\
=
g
e 110 o -
5
=
-
m]
100 — —
o
° m]
o) g H
90 o o o —
o 8 8
o
80 l l l l l
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

m / (mol.kg™)

Figura 30: Volume molar aparente (V) do GMS na solucdo tampdo de fosfato em funcdo da
molalidade (m).

Observando as Figuras 29 e 30, verifica-se que o andamento do volume molar
aparente do GMS em fun¢do da molalidade se altera sensivelmente para temperaturas
superiores a 303.15 K. Abaixo deste valor de temperatura, V', aumenta com m enquanto para
valores superiores a 303.15 K, ¥V, diminui cada vez mais acentuadamente com m. Da Figura
30 observa-se que para molalidades superiores a 1.5 mol.kg™! os valores de ¥, ndo apresentam

varia¢do acentuada comparando com valores de molalidades inferiores a 1.5 mol.kg™!.

A partir da equagdo [26] calculou-se o volume molar aparente a dilui¢do infinita, Vq?,
também conhecido como volume parcial molar padrao. Da equacdo [26] facilmente se deduz

que o volume molar aparente a dilui¢do infinita, Vq?, define-se pela equacdo [27].
V) = Tlr}[nm V,(m,T) = }ry_nm Yico Xj=o Vi M T (V) [27]

Como resultado da equacdo [27] o V¢? do GMS define-se pela equagao [28].
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V) (cm®. mol™') =710.868 —5.135T + 0.01014 T* [28]

Os valores de V) calculados pela equagdo [28] estdo representados na Figura 31.
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Figura 31: Volume molar aparente a dilui¢do infinita (V(l?) das solugdes de GMS em funcdo da
temperatura (T).

E reconhecido que o volume molar aparente de solugdes aquosas a diluicio infinita se
torna idéntico ao volume parcial molar. Os valores de V) sdo influenciados pela dgua perto
dos anides do GMS e pelos catides sodio existentes, e essa 4gua ndo tem o mesmo volume
molar que a dgua pura. O comportamento observado na Figura 30 e 31 podera ser em parte
devido as espécies do acido glutamico prevalecentes nas condi¢des de pH das solugdes pelas
razdes discutidas na introducdo (ver seccdo 2.3, paginas 13 e 14). Por este motivo determinou-
se a variacdo de pH com a concentra¢do de GMS na solu¢do tampao. Os valores apresentam-

se na Tabela 14.
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Tabela 14: Variagdo do pH das solugdes de GMS com a concentragdo do sal (em molaridade).

PH (medido a T =25 °C)

Solucio 1* Medicdo  2° Medicéio
2M 6.90 6.92
1.5M 6.86 6.85
1M 6.82 6.82

0.75M 6.81 6.81
0.5M 6.82 6.82

025M 6.89 6.89
0.1 M 7.02 7.03

tampao 7.20 7.21

Como se mostra na Tabela 14 os valores de pH da solucdo tampao nio diferem muito
entre si com o aumento de concentragdo das solugdes de GMS de 0.1 M para 2M (ou seja, nas
condigdes de concentragcdes das solugdes testadas). Nota-se, no entanto, a tendéncia de
diminui¢do do pH com o aumento de concentra¢do da solugdo relativamente ao valor inicial
de pH da solucdo tampao (pH = 7.2). Tendo que a variagdo maxima relativamente a este valor
ocorre para a solucdo de 0.75 M em GMS (variagdo de 5.5%). De qualquer modo para os
valores de pH em toda a gama de concentragdes de GMS a espécie anidnica existente ¢ a

apresentada (Moldovan et al. 2021) na Figura 32.

NH3
pH = 6.4 - 7.4 distribution: 99 %

Figura 32: Espécie anionica do acido glutdmico prevalecente nas condig¢des das solugcdes de GMS.
Adaptado de (Moldovan et al., 2021).

Desta forma sera de esperar interagdes atrativas de Coulomb com energia aprecidvel
entre as deferentes espécies anidnicas do GMS e entre estas espécies com os dipolos
circundantes da agua gerando uma possivel camada (ou camadas) de solvatacdo. Dada a
existéncia de espécies anionicas de GMS e cationicas do Na', ilustrada na Figura 32 em
interacdo temos um quadro muito complexo dificil de avaliar. Podem tirar-se algumas

conclusdes através da determinagdo da expansividade molar aparente (av(,,o / aT)p e da sua

segunda derivada (9%V,/ aTZ)p. A primeira derivada da equagdo [28] € a equagdo [29].
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(6V¢?/6T)p = —5.135 + 2.0279 x 1072T [29]

esta equagdo corresponde a valores positivos de (6V¢? / aT)p, o que de acordo com os estudos

encontrados na literatura sugere que com o aumento de temperatura se libertam moléculas de
agua da camada(s) de solvatacdo do glutamato de sodio contribuindo para um aumento ou
diminui¢do do volume total do sistema, efeito mais importante as temperaturas mais elevadas
J& que expansividade molar aparente aumenta com o aumento de temperatura (embora este
aumento seja porventura exagerado). Quer dizer, a temperaturas elevadas as interativas entre a
agua e os anides glutamato sdo contrariadas mais facilmente que as temperaturas mais baixas

a cerca de 303 K.

A andlise da segunda derivada (92V,)/ 6T2)p utiliza a teoria de (Hepler 1969) segundo
a qual (0%V/ aTZ)p> 0 corresponde a uma acdo do soluto no sentido de apresentar uma

natureza estruturante (o soluto desloca o estado equilibrio no sentido da formacdo de

aglomerados de 4gua menos densos “‘structure making”) e quando (anq? / 6T2)p< 0 o soluto

manifesta uma a¢do de quebra de estrutura (“structure breaking”- aglomerados de 4gua mais

densos).

No caso do GMS, (anq?/aTz)p= 0.02 cm3.g"'K*? e deste modo, o glutamato sera um

soluto com tendéncia estruturante nas solugdes aquosas de tampao de fosfato onde a dgua se
aglomera em torno dos ides de glutamato. Resulta um aumento de densidade da agua na sua
vizinhanga. Este cardcter estruturante terd como protagonistas as espécies anionicas do
glutamato da Figura 32 existentes a pH =~ 7. Deve acrescentar-se que a teoria de (Hepler

1969) tem sido considerada como uma teoria aproximada.

4.7. MASSA VOLUMICA DAS SOLUCOES DA LCOG

A massa volumica das solugdes aquosas de LCOG em tampao 10 mM de fosfato de
sodio com pH = 7.2 foram determinadas no intervalo de 298 K a 353 K para as concentragdes
de proteinas de 2.27 mg.cm™, 4.65 mg.cm™ ¢ 8.38 mg.cm™. Para isso utilizou-se novamente a
equacdo [11] conhecendo os valores dos periodos de vibragdo das solugdes dados no Anexo
H. Os resultados de massa volimica obtidos apresentam-se na Tabela 15. Os coeficientes
determinados pelo método de Lavenberg- Marquardt (Proti¢ e Stankovi¢ 2021) com um grau

de confianga de 95% para a equagdo [23] sdo apresentados na Tabela 16.
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Tabela 15: Massa volimica (p) das solugdes aquosas de lisozima em solugdo tampdo em fungdo da
temperatura (T) e da molalidade (m).

m(mol.kg!) T(K) p(Kgm3) o(Kgm?3) m(molkg?) TK) pEKgm?) o(Kgm?)

m=1.587x10*  298.17 1002.56 0.01 m = 5.876 29823  1004.66 0.02
104

C=227 303.37 1001.27 0.01 * 30332 1003.60 0.02
(mg.cm ) C=8.38

308.74 999.45 0.03 5 30827  1001.76 0.03

(mg.cm )

313.52 997.49 0.01 31324 999.56 0.03

318.67 995.16 0.01 318.21 996.61 0.06

328.76 989.75 0.02 323.14 99427 0.04

333.38 987.26 0.03 328.08  991.17 0.08

353.06 976.89 0.16 33298  987.85 0.04
m=3.260x104  298.12 1002.91 0.01 33792 984.13 0.05
C=4.65 303.20 1001.34 0.02 34284  981.16 0.03
(mg.cm %)

308.27 999.60 0.02 347.75 97833 0.01

313.22 997.54 0.01 352,66 975.90 0.02

318.19 995.22 0.13

323.14 992.70 0.03

328.07 990.05 0.02

333.00 987.22 0.02

337.92 984.49 0.01

342.84 981.78 0.02

347.76 979.18 0.03

352.64 976.87 0.01

NP 3 Z (pi—<p >)?
<p>_ZN ’ T LT N1
L L
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Tabela 16: Coeficientes da equacdo [23] e parametros estatisticos relativos do ajustamento aos valores
da massa volimica da Tabela 18.

Pij Value ' o,(kgmd)  AARD% AAD (kg.m™)
P 0,0 953.623 0.9959 0.6 0.05 0.5
po,L -180975.4065
P10 0.674364
P 1319.1029
020 -0.00171909
P2 2.32184
N N
AARD% = % > pfa]pi;q? L AAD(kg.m™) = %lefal =0
i=1 i=1

Na Figura 33 encontram-se representados os valores experimentais de p para as
molalidades m medidas. Representam-se também em linhas continuas os valores calculados
pela equagdo [23]. Observa-se na Figura 33 que aproximadamente a 335 K os valores da
massa volimica para a solu¢do de maior concentragdo de proteina, C = 8.38 mg.cm™, sdo
menores do que para as solu¢des de menor concentragdo mesmo até que a solugdo tampao,
facto que em principio ndo seria esperado. Nesta regido de temperatura ocorre ainda uma
inversdo de massa volimicas para as solugdes com C = 2.27 mg.cm> ¢ C = 4.65 mg.cm>,
cabe aqui referir que se esperava nesta regido espera-se a ocorréncia de fendémenos de
desnaturagdo. Espera-se também que estas ocorréncias influenciem significativamente o

calculo dos volumes molares aparente das solu¢des aquosas de proteina no tampao através do

termo (1000/m) ("0‘;’
0

. ) da equagdo [25].
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Figura 33: Massa voliimica (p) das solugdes aquosas de LCOG em tampao de fosfato em fungdo da
temperatura (7).

Na Figura 34 mostram-se os desvios relativos percentuais entre os valores
experimentais (p) e calculados (pcaic) com equacdo [23] e os coeficientes da Tabela 16 em
fun¢do da temperatura para as molalidades de sal que foram testadas. Como se pode concluir
os desvios relativos estdo situados na sua maior parte na regido definida pelo valor de AARD
= 0.05% para todos os ensaios. E interessante verificar que as curvas de desvio apresentam
uma forma senoidal o que ndo acontece com as curvas que se observam na Figura 26 para os

desvios relativos as solu¢des de GMS.
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Figura 34: Desvios relativos percentuais da massa volumica entre valores experimental (p) e os
calculados (peaic) com a equagdo [23] para as solugdes aquosas de LCOG em fungdo da temperatura

(7). As linhas a cinzento correspondem a AARD% (Ver Tabela 16).

Na Figura 35 faz-se a representacdo 3D da massa volumica (p) das solugdes aquosas

de LCOG no tampao de 10 mM de fosfato de sédio em funcdo de m e T. Os circulos

representam os valores experimentais e a malha corresponde a superficie gerada pela equacgao

[23]. Comparando a localizagdo dos valores experimentais no espago (m, T, p) com a

superficie correspondente a equagdo [23] pode-se concluir-se que a equagdo fornece uma

representacdo razoavel dos valores experimentais.

Verifica-se que a equacdo [23] consegue uma boa representacdo dos valores

experimentais o que ¢ evidenciado pelos baixos valores de AARD% e AAD da Tabela 16,

neste caso mesmo até inferiores aos registados na Tabela 11 relativa as solugdes de GMS.
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Figura 35: Representacdo 3D da massa volumica das solugdes de LCOG em tampao de fosfato de
sodio em fungdo da temperatura (T) e da molalidade (m) das solugdes.

4.8. VOLUME MOLAR APARENTE DAS SOLUCOES DA LCOG

Na literatura podem ser encontrados alguns, embora poucos, valores do volume parcial
molar da lisozima quer em 4gua quer em solugdo tampao. (Millero, Ward, e Chetirkin 1976)
mediu massa volumica para solucdes aquosas de lisozima a 20°C no intervalo de fracdo molar
de lisozima de 0.05x102 a 1.08x10%2 ¢ a 25°C e 30 °C no intervalo de 0.05x102a 0.17x102,
Outro autores determinaram os valores de volumes molares aparente a partir das massa
voliimicas: (Jirasek et al. 2018) efetuaram medidas da massa volimica de solugdes de
lisozima em solugdes tampao de fosfato de s6dio mono e di hidratado (pH=7.0), num
densimetro de tubo vibrante Anton Paar DMA 5000M a 298.15 K e determinaram daqui
valores de volumes molares aparentes (V). (Chalikian et al. 1996) determinaram valores de
Vo para uma concentragdo de lisozima de 3 mg.cm™, em solugdes aquosas no intervalo 18 a
55 °C. («Son Ikbae, 2017») determinam valores de V, da LCOG em solucdes tampao de

fosfato de sddio a pH=7.0 no intervalo de temperatura 18, 25, 35 e 45 °C e para uma
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concentragdo de 6 mg.cm™ de LCOG (num densimetro de tubo vibrante Anton Paar DMA

5000M). Alguns destes valores estdo representados na Figura 36.

I
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Figura 36: Volumes parciais especificos V,da LCOG em solugdes aquosas em fungio da temperatura
(T) selecionados da literatura.

Na Figura 36 ndo ¢ evidente uma subida muito acentuada no volume molar aparente
da LCOG com a temperatura, que ¢ carateristica da desnaturacdo térmica da proteina pois os
valores medidos situam-se abaixo da temperatura de desnaturacdo, Tq = 344 K (Li-Blatter e

Seelig 2019).

Os volumes molares aparentes das solugdes aquosas de LCOG nas solugdes de tampao
de fosfato de sodio foram calculados pela equacdo [25] onde p € neste caso a massa volimica
(medida) da solucdo de proteina para uma dada temperatura e molalidade e M designa a
massa molar da proteina (ou seja, o soluto, M=14400 g.mol!.). Nos calculos foi utilizada
novamente a equagdo [22] para descrever a massa volumica da solugdo tampao de fosfato.
Para a massa volumica das solu¢des aquosas de LCOG utilizaram os valores experimentais

registados na Tabela 15.

Tal como se pode verificar na Figura 37 as curvas de volume molar aparente da
lisozima em fun¢do da temperatura relativas as concentragdes ensaiadas sdo do tipo sigmodal,

exibindo uma subida acentuada de V, a temperaturas superiores a 310 K a 320 K e
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estabilizando por volta dos 360 K. Todas mostram um comportamento tipico da desnaturagao

térmica. Na primeira fase, observa-se um aumento ligeiro de V, com a temperatura,

comportamento este que pode estar associado com a mudan¢a do volume do estado nativo da

lisozima devido a expansdo térmica da proteina e ao aumento do volume da esfera de

hidratacdo. Na segunda fase do grafico V, = f (T) (315 K a 350 K), observa-se um aumento

muito maior do V, com a temperatura e este comportamento estd relacionado com a

desnaturacdo da proteina. A terceira e ultima fase resulta da expansdo térmica da proteina

desnaturada observando-se um notorio decréscimo do V, com a T.

V¢/(cm3. g'l)

0.9

0.8

0.7

O
+
+
+

- Eq 30 (m= 5.876x10-4 mol/kg, ~8.38 mg.cm-3)

This work (m = 5.876 x10-4 mol/kg, ~8.38mg/ml)
Chalikian et al. (Liz in water, C= 3 mg.cm-3)

Jirasek et al. (Liz in water)

Son (Lz in sodium phosphate Buffer,
pH=7.0, C=6 mg.cm-3)

This work (m=3.260x10-4, ~4.65 mg.cm-3)
Eq 30 (m=3.260x10-4 mol.kg-1)

This work (m=1.587x10-4 mol/kg, ~2.27mg. cm-3)
This work (auxiliary point at m=1.587x10-4 mol.kg-1)
Eq 30 (m=1.587x10-4 mol.kg-1)
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340
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Figura 37: Volumes molares aparentes (V) da LCOG na solugdo tampéo de fosfato sodio (com pH =
7.2) em fun¢do da temperatura (7). Representam-se também valores selecionados da literatura, para

comparagao.
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O mecanismo de desnaturacdo das proteinas induzido pela temperatura ¢ altamente
complexo e envolve principalmente a desestabilizagdo das principais interagdes nao
covalentes. Em primeiro lugar, as interagdes por pontes de hidrogénio, eletrostaticas e de van
der Waals sdo exotérmicas (classificadas como de natureza entalpica) sendo por conseguintes
interacdes que sdo desestabilizadas a temperaturas elevadas e estabilizadas a baixa
temperatura. No entanto, como as pontes de hidrogénio peptidicas nas proteinas estdo
principalmente situadas no seu interior, elas permanecem estdveis numa ampla faixa de
temperatura. No caso da lisozima e com base nos resultados deste estudo a faixa de
temperatura da destabilizagdo inicial podera ser até 310-320 K correspondente a regido de
crescimento suave de ¥, com T. Em segundo lugar, as intera¢des hidrofobicas comandadas
pela 4gua circundante da proteina (dgua de solvatacdo) sdo endotérmicas (determinadas pela
entropia) e, por conseguinte, as interacdes deste tipo sdo estabilizadas a alta temperatura e
desestabilizadas a baixa temperatura. Portanto, a medida que a temperatura aumenta, as
mudangas nas estabilidades desses dois grupos de interagdes ndo covalentes opdem-se. No
entanto, a estabilidade das interagdes hidrofobicas ndo pode aumentar infinitamente com o
aumento da temperatura, porque acima de uma certa temperatura, a quebra gradual da
estrutura da dgua acabard por desestabilizar as interagdes hidrofobicas. Supde-se que a
intensidade das interagdes hidrofobicas atinga um maximo a cerca de 60 - 70°C
(correspondente a regido 333 a 343 K) ou seja a regido onde se situa a temperatura de
desnaturagdo da lisozima. Assim, no caso da lisozima, este facto sera certamente influenciado
pela destrui¢do da estrutura da dgua de hidratacdo que envolve numerosas moléculas de dgua
perto da superficie exposta da proteina que estd carregada positivamente. Alguns estudos
indicam que a massa volumica da dgua na primeira camada de hidratagdo na regido de
temperatura cerca de 320 K ¢ elevada, cerca de 15% superior 4 das regides interiores da
solugdo (bulk), longe da proteina.(Merzel e Smith 2002). E possivel que a crescente
destruicdo da estrutura de solvatagdo com o aumento de temperatura intensifique as repulsdes
entre residuos e obrigue 4 exposicdo das partes mais internas ao solvente com subsequente
destruicio irreversivel dessas regides. A medida que a temperatura aumenta, o aumento da
energia cinética térmica da cadeia polipeptidica facilita num grau importante o desdobramento
da cadeia polipeptidica. A desnaturacdo de proteinas pelo calor também depende dos
aminoacidos que compdem as proteinas. As proteinas que contém uma maior propor¢ao de
residuos de aminoacidos hidrofobicos, especialmente de wvalina, isoleucina, leucina e

fenilalanina, tendem a ser mais estdveis do que as proteinas mais hidrofilicas. Supde-se que
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outros fatores, como ligagdes dissulfeto e a presencga de pontes salinas do interior da proteina,
também possam contribuir para a termoestabilidade. No caso da lisozima os aminoacidos
mais hidrofobicos representam apenas cerca de 23 % do total (ver no Anexo A). De acordo
com a hidropatia, as hélices ¢ mostram algum carater hidrofobico enquanto as folhas f um
carater exclusivamente hidrofilico. Dado que a lisozima tem caracter mais hidrofilico que
hidrofobico, a exposicao as moléculas de dgua contribuird provavelmente para a desnaturagao

mais rapida.

As proteinas podem ser desnaturadas ao nivel das estruturas secunddria, tercidria e
quaternaria, mas ndo no nivel primario ja que nesta ultima estrutura, a sequéncia de
aminoacidos ¢ mantida coesa por ligacdes peptidicas covalentes que ndo sdo rompidas pelo
processo de desnaturacdo. Ja na influéncia da desnaturacdo ao nivel da estrutura secundaria,
as proteinas perdem as unidades de repeticdo como as hélices a e folhas f e adotam uma
configuragdo onde estas formacdes se apresentam distribuidas de forma mais ou menos
aleatoria. Esta situacdo ¢ determinada em larga medida pela rutura das ligagdes de H existente
entre aminoacidos de fragmentos diferentes na hélice @ ou nas folhas . A desnaturacdo ao
nivel da estrutura terciaria envolve a interrup¢do de interacdes entre cadeias laterais de
aminoacidos (como pontes dissulfeto entre grupos cisteina), de interagdes de van der Waals
dipolo-dipolo entre aminoacidos polares de cadeias laterais e da 4gua circundante, de van der
Waals dipolo induzido, interagdes entre aminodcidos apolares de cadeias laterais
(hidrofobicas) e ligagdes idnicas como o oxigénio de um grupo carboxilo e um grupo -NH3"*
de aminoacidos proximos e entre grupos nos aminodcidos 4cidos e basicos, caso do acido
aspartico que ¢ muito abundante, cerca de 14 grupos na lisozima comparativamente com

outros aminoacidos.

Para determinar a temperatura média de desnaturacdo da lisozima em solugdes
aquosas de tampao fosfato, os valores experimentais (T, V) foram ajustados da Tabela 15 a
equagao [30].

U, = v +——U [30]

1+exp[—(T—Ty )/v2]

A equacdo [30] foi utilizada na literatura para modelar medidas da absorvancia em
funcdo do tempo (curvas cinéticas) efetuadas em estudos de agregacdo da BSA (albumina de
soro bovino) em solventes com adicdo de polissacarideos (Ahanger, Parray, et al. 2021)

acucares e polidis (Sharma, Pasha, e Deep 2010) e solugdes de BSA com GMS (Ahanger,
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Bashir, et al. 2021). Nestes estudos as curvas cinéticas exibem um perfil muito semelhante ao

obtido na Figura 37 e todos os pardmetros encontram um significado fisico rigoroso.

Os valores dos coeficientes v;, To e dos descritores estatisticos apresentam-se na

Tabela 17.

Tabela 17: Coeficientes da equacao [30] e parametros estatisticos relativos do ajustamento aos valores
do volume molar aparente das solu¢des aquosas de LCOG nas solugdes de fosfato de sodio.

m Vo Vi v To P c AARD AAD
(moLkg!)  (emig!) (emi.gh) K &) (cm3.gh) (%) (cm3.gh)
1.587x10* 0.7470 0.3172 28.4587 353.57 0.6776 0.0257 1.03 0.009
3.260x10* 0.9367 0.0841 6.9908 334.02 0.9749 0.0048 0.35 0.004
5.876x10* 0.7088 0.4588 6.6326 332.10 0.9801 0.0243 1.78 0.015

N ex N
AARD % = 11(\),—0 Z V(f’a;(p;:q’ i AAD (em3.g7%) = %;IVq@“l — v

Da Tabela 17 verifica-se que os parametros da equagdo [30] tém valores semelhantes
para as duas maiores concentragdes de proteina. Para a menor concentragdo m = 1.587x10*
mol.kg™! os valores sdo diferentes devido 4 falta de valores experimentais de V, como se

observa na Figura 37.

A temperatura 7y da equacdo [30] corresponde ao maximo da primeira derivada (dV
/dT) ou seja é o ponto de inflexdo da curva (¥, vs T) como se mostra na Figura 38 onde se
representa dV, /d7T em funcdo da temperatura para as concentragdes de proteina estudadas. O
valor de Ty pode tomar-se como uma boa aproximacdo da temperatura de desnaturacido da
lisozima na solugdo tampdo. Portanto, de acordo com este estudo a temperatura de
desnaturag¢do da lisozima ocorre por volta de 333 K (60 °C). Este valor ¢ um pouco inferior
relativamente a valores mencionados na literatura para solugdes de lisozima a tampao de pH =
7.0 (Li-Blatter e Seelig 2019) referem To = 344 K (71 °C ), determinados através da técnica de
dicroismo circular muito utilizada. Este valor ¢ inferior ao encontrado para a solugdo

1.587x10"* mol.kg™! em lisozima.
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Figura 38: Derivada (dV/dT) em fungdo da temperatura para as concentragdes de lisozima
estudadas.

Um dos estudos relevantes encontrados na literatura que corroboram os resultados
obtidos neste trabalho foi o de (Mallamace et al. 2015). Os estudos de espetroscopia de RMN
levado acabo por alguns autores sobre a dindmica da dgua na primeira camada de hidrata¢ao
da lisozima permitiram retirar algumas conclusdes interessantes sobre os diferentes estados do
processo de desdobramento da lisozima na regido de temperatura estudada neste trabalho.
Nesses estudos, os autores concluiram que o coeficiente de autodifusdo (Ds) medido na agua
de hidratacdo ¢ menor do que no solvente bulk, e a razdo entre esses dois valores em fungao
do inverso da temperatura, mostra trés mudancas aproximadamente em 277 K, 316 K e 342
K, com alteragdes correspondentes na energia de ativagdo. Quando T < 277 K, a rede de
ligagdes de hidrogénio na superficie da proteina ¢ forte e estdvel e a energia de ativagdo ¢
aproximadamente 1.8 kcal/mol. A regido até¢ 316 K ¢ a regido térmica de funcionamento
bioldgico ideal e exibe uma menor energia de ativagdo (~0.4 kcal/mol). Acima de
aproximadamente 315 K, a rede de pontes de hidrogénio (LH) da primeira camada de
hidratacdo comeca a romper-se € o processo de desdobramento da proteina comega. No

entanto, na regido 316 K < T < 342 K com energia de ativagdo aproximadamente 2.7
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kcal/mol, o processo de desdobramento ¢ ainda reversivel (Mallamace et al. 2015).
Finalmente, a T =342 K e para energia de ativagdo de aproximadamente 5.3 kcal/mol, o
processo de desdobramento torna-se irreversivel, estado este referido como aquele em que a
rede de ligacdes de hidrogénio se decompde completamente, levando a uma estrutura da
proteina que se assemelha a uma cadeia linear de aminoacidos. Um parametro importante nos
estudos da desnaturagdo de proteinas ¢ o raio hidrodinamico de particulas, & O raio
hidrodinamico corresponde ao raio de uma esfera rigida que se difunde & mesma velocidade
que a proteina. Pode ser determinado a partir de Ds através da relagdo de Stokes-Einstein

equagao [31].

Dy = 22 [31]

onde T designa a temperatura e n a viscosidade dinamica.

Na Figura 39 representa-se & da lisozima em funcdo de T (Mallamace et al. (2015)).
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Figura 39: Raio hidrodindmico em func¢do da temperatura para a dgua bulk e agua da camada de
hidratacdo da lisozima (Mallamace et al., 2015).

A temperatura ambiente o raio é o da lisozima (=~ 1.8 nm) enquanto para T > 320 K, &
diminui acentuadamente até 335 K e depois drasticamente. Quando T > 345 K, & aproxima-se
do valor do correspondente ao da agua interior (bulk). Este resultado confirma que quando a
lisozima sofre desdobramento completo, as moléculas de dgua sdo livres e ndo estdo ligadas

aos residuos da lisozima.
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Para finalizar indicam-se na Figura 40, sobre a curva (¥, vs T) para m = 3.260x10*

mol.kg™!, as regides de temperatura correspondentes aos diferentes estados da lisozima nas

solugdes aquosas de tampao de fosfato de sédio de acordo com o exposto anteriormente.

Nesta Figura 40 estdo assinalados os valores da temperatura de desnaturagao deste trabalho e

o determinado por (Li-Blatter e Seelig 2019). O valor mencionado por estes autores em

termos do presente estudo, encontra-se na regido onde a desnaturacdo estd concretizada, ou

seja, irreversivel.

1.02
o
y‘fl“
f
|
1.00 .
£ }
KN
|
a |
|
0% o, | -
O{J |
» | |
N | |
| I
|
0.96 - I -
| |
| |
a] | I
g / I l
¢ |
' I
094:__ _1__ ) _-—‘D"--' : | -
|
u}
| | ‘ | !
300 320 T=334K340  T=344K 360
TIK

1-Regido térmica de funcionamento
biologico ideal. A rede de ligagdes de
hidrogénio (LH) da 4gua na superficie
da proteina ¢ forte e estavel.

2. A rede de pontes de hidrogénio da
primeira camada de hidratagdo comega
a romperse e o processo de
desdobramento da proteina comeca e
acenfua-se com o0 aumento de
temperatura com a destruigdo crescente
da camada de hidratagdo. Ocorre
enfraquecimento das interagdes de van
proteina. No entanto, o processo de
desdobramento é reversivel.

3. 0 processo de desdobramento torna-
se irreversivel, estado este referido
como aquele em que a rede de LH se
decompde completamente, levando a
uma estrutura da proteina que se
assemelha a uma cadeia linear de
aminodcidos. As estruturas secundaria
e terciaria foi totalmente destruida.

Figura 40: Resumo dos fenémenos ligados a desnaturagdo da lisozima que ocorrem de acordo com o

andamento da curva (V, vs T) param = 3.260x10 mol kg™
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5. CONCLUSOES
Neste trabalho foram obtidos resultados para a massa volimica do glutamato de sodio
e lisozima da clara de ovo da galinha em solucdo tampao de fosfato de sddio a pH = 7.2, na
faixa de temperatura de 298 K a 353 K e a pressdo de 1 atm.
A importancia destes resultados tem a ver com os seguintes aspetos:
e O GMS ¢ um sal que tem levantado polémica na sua utilizagdo como aditivo de
sabor para os alimentos, com a possibilidade de provocar desnaturagdo e
agregacao de proteinas responsaveis por doengas neurodegenerativas;
e As medidas volumétricas do GMS em solu¢do aquosa sdo muito raras embora
sejam de grande importancia na investigacao;
e Os métodos volumétricos sdo apontados como essenciais para obtencdo das
propriedades e comportamento das proteinas em solug¢do particularmente para
o estudo da sua desnaturacdo e agregacdo em solu¢des aquosas de sais. A
lisozima ¢ uma proteina de baixo custo e referida como modelo nestes estudos;
e Para a lisozima sdo poucos os estudos volumétricos relevantes sobre a
desnaturacdo térmica em especial no intervalo da temperatura onde ocorre a
transicao;
e A técnica de densitometria de tubo de vibrante ¢ considerada como muito
rigorosa neste tipo de trabalhos onde ¢ exigida uma grande precisdo nos
resultados para o calculo ¥V, do soluto especialmente do seu valor em

condi¢des de diluicao infinita.

As medidas de massa volimica para solugdes diluidas de GMS em tampao de fosfato
de s6dio numa gama largada de concentragdo (0.25 molkg! <m< 2.5 mol kg') mostra
variagdes de aproximadamente 155 kg.m? ou seja cerca de 15% quer a 298 K quer a 353 K

Os resultados deste estudo quer de massa volumica quer de volume molar aparente
estdo em excelente concordancia com os valores encontrados na literatura a 298 K,
determinados utilizando uma técnica diferente. O volume molar aparente do GMS dissolvido
em solucdo tampao de fosfato de s6dio mostra uma grande variagdo com a temperatura para
solugdes com a molalidades inferiores 1.5 mol.kg! (variagdes entre 83 cm’.mol! até 134
cm’.mol! a 298 K e 353 K, respetivamente m = 0.5 mol.kg!) sendo observadas a pequenas
variagdes de V, para valores elevados de modalidades (88 ¢cm? mol™! até 94 cm® mol! a 298K

e 353 K respetivamente para m = 2.5 mol.kg™!). A explicagdo deste comportamento tera a ver
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com a forte interacdo do anido glutamato (com uma carga efetiva negativa a valores de pH 7)
com a dagua circundante segundo um efeito estruturante que conduz & formacdo de
aglomerados de moléculas de dgua de baixa massa volimica e, consequentemente com o
aumento do volume especifico do soluto a dilui¢do infinita.

Infelizmente ndo foi possivel esclarecer e confirmar este comportamento quer ao nivel
quantitativo e qualitativo - por comparacdo com valores da literatura. Como trabalho futuro
sugere-se repetir as medi¢des de massa volumica no sentido de confirmar as medigdes feitas e
esclarecer o comportamento do volume molar aparente com a temperatura e a concentragao de

sal nas solugdes aquosas (Vo (7, m)).

As medidas de massa volumica e volume molar aparente da LCOG em solucdo
tampao de fosfato de sodio foi efetuado no mesmo intervalo de temperatura do GMS para
concentragdes no intervalo de concentragdo de 2 mg.cm™ a 8 mg.cm™. Neste intervalo de
concentragdo a massa volumica da LCOG apresentou variagdes muito pequenas de
aproximadamente 1 kg.m> a 2 kg.m> no intervalo de temperaturas entre 298 K e 353 K.

Apesar da proximidade dos valores de massa volumica no intervalo de temperatura
considerado e para os valores de concentragdo, foi possivel obter curvas do volume aparente
em fun¢do da temperatura. Estas curvas apresentaram intervalos de variacdo de V, muito
diferentes entre si, dependendo do valor da concentracdo considerada. No entanto todas as
curvas tém dois pontos em comum: (i) todas as curvas podem ser bem descritas com fungdes
sigmoidais onde o valor mdximo da derivada (dV,/dT) permite prever a temperatura em que
ocorreu desnaturacdo da proteina (To=333 K) proximo da temperatura referida na literatura
(To=344 K); (ii) todas as curvas (T, V,) exibem um comportamento tipico do processo de
desnatura¢do térmica da proteina. Do trabalho experimental efetuado ficou claro que os
estudos volumétricos devem considerar concentragdes de LCOG acima de 2 mg cm™ para que
as massas voliimicas das solucdes de proteina no tampao de fosfato de sédio com pH = 7.2 se

evidenciem claramente na regido de temperatura considerada.

Este estudo foi um trabalho exploratorio importante e um ponto de partida para
trabalhos futuros onde em primeiro lugar se devem melhorar os resultados dos volumes
molares aparentes quer do GMS quer da LCOG em solugdes tampao de fosfato de s6dio e em
segundo lugar avancar para o estudo da massa volumica e volumes molares aparentes em

funcdo da temperatura e concentracdo do LCOG em solugdes de GMS e tampao de fosfato de
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sodio. E a partir destas tiltimas determinacdes que serdo retiradas conclusdes mais definitivas
sobre a influéncia do GMS nos fendmenos de desnaturagdo e, provavelmente, de agregacao
irreversivel com a formagdo de fibras de proteinas. Neste contexto, serd de avaliar as
condi¢des de concentragdo de LCOG e GMS e de temperatura para os fendémenos de
agregacao/desnaturacdo da lisozima em solu¢des aquosas de GMS, assunto que atualmente

estd na frente da investigagao.
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7. ANEXOS

ANEXO A: Lisozima da clara do ovo da galinha

Figura 1. Lisozima de clara de ovo de galinha (HEWL). O terminal N e o terminal C estdo marcadas.
Os residuos aromaticos que foram discutidos no texto estdo destacados: Phe (vermelho), Tyr (verde),
Trp (azul). Entre os residuos de cisteina (amarelo) ocorrem as pontes de dissulfureto. Tyr53, Trp62,
Trp63 e Trp108 encontram-se no sitio activo da enzima (Mangialardo et al. 2012).
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ANEXO B: Dados experimentais para a calibracio da sonda

Temperatura (T) do termometro padrdo em fungdo da resisténcia (R).

T/ °C R/Q T/ °C R/Q

7.10 102.86 35.01 113.72
7.11 102.87 35.01 113.71
7.12 102.87 34.97 113.70
7.13 102.87 39.81 115.55
10.19 104.05 39.82 115.55
10.21 104.07 39.83 115.56
10.23 104.07 39.82 115.55
15.66 106.19 44.75 117.46
15.67 106.20 44.74 117.45
20.30 107.96 50.19 119.56
20.64 108.13 50.20 119.56
20.70 108.16 55.06 121.44
20.71 108.16 55.13 121.47
20.72 108.17 55.12 121.46
20.73 108.17 60.00 123.34
29.93 111.70 65.09 125.29
29.85 111.69 65.10 125.30
29.84 111.68 70.22 127.26
29.84 111.69 70.23 127.26
34.96 113.67 70.24 127.27
34.95 113.66 74.86 129.04
34.93 113.66 74.88 129.05
30.33 111.90 74.87 129.04
30.32 111.89 79.73 130.86
30.33 111.90 79.74 130.86
34.96 113.69 79.75 130.87

Densidades de glutamato de sodio e da lisozima da clara do ovo da galinha em solu¢des aquosas de fosfato de sodio



ANEXO C: Dados experimentais para o vicuo

Periodos de oscila¢do em fungdo da temperatura para o vacuo a pressdo na ordem de 5 Pa.

T/ps T/K T/ps T/K T/ps T/K T/ps T/K T/ps T/K

3.876027 29299 3.881607 303.90 3.889216 318.62 3.897059 333.51 3.902087 343.00
3.876030 293.04 3.881606 303.90 3.889215 318.59 3.897060 333.49 3.902087 343.00
3.876035 293.07 3.881606 303.90 3.889217 318.59 3.897060 333.54 3.904881 348.33
3.876040 293.09 3.881606 303.90 3.889216 318.59 3.897059 333.57 3.904947 348.39
3.876042  293.07 3.881605 303.90 3.891765 323.49 3.897059 333.57 3.904977 348.39
3.876045 293.07 3.883971 308.48 3.891764 32343 3.897059 333.57 3.904987 348.41
3.876047  293.09 3.883968 308.48 3.891761 32343 3.899713 338.57 3.904991 348.44
3.876047  293.07 3.883965 308.46 3.891760 323.46 3.899736 338.59 3.904990 348.41
3.876048  293.09 3.883962 308.46 3.891758 32346 3.899745 338.59 3.904988 348.39
3.876049  293.09 3.883962 308.48 3.891755 32346 3.899745 338.59 3.904985 348.39
3.878888 298.61 3.883962 308.46 3.891754 32343 3.899742 338.57 3.904984 348.39
3.878886 298.61 3.883961 308.46 3.891753 32346 3.899741 338.59 3.904984 348.39
3.878885 298.61 3.883960 308.46 3.891752 32346 3.899739 338.57 3.905727 349.66
3.878884 298.61 3.883960 308.48 3.891752 32346 3.899737 338.59 3.905677 349.66
3.878884 298.61 3.883959 308.46 3.894580 328.80 3.899735 33859 3.905655 349.63
3.878881 298.61 3.883959 308.48 3.894578 328.82 3.899733 33857 3.905650 349.63
3.878879 298.61 3.883958 308.46 3.894575 328.82 3.899732 33854 3.905650 349.63
3.878879 298.61 3.886805 313.95 3.894573 328.80 3.899729 338.54 3.905652 349.63
3.878879  298.61 3.886802 313.95 3.894570 328.80 3.902086 343.00 3.905655 349.63
3.878878  298.61 3.886799 313.93 3.894568 328.80 3.902094 343.02 3.905656 349.66
3.878877 298.61 3.886796 313.95 3.894566 328.82 3.902098 343.00 3.905657 349.66
3.878878  298.61 3.886796 313.95 3.894564 328.80 3.902101 343.02 3.905902 350.10
3.881614 303.90 3.886793 313.95 3.894562 328.77 3.902101 343.02 3.905897 350.10
3.881611 303.90 3.886791 313.93 3.894560 328.77 3.902094 343.00 3.905891 350.10
3.881609 303.90 3.889220 318.59 3.897071 333.57 3.902090 343.00 3.905889 350.10
3.881610 303.90 3.889219 318.62 3.897066 333.54 3.902088 343.00 3.905886 350.10
3.881607 303.90 3.889217 318.59 3.897062 333.54 3.902085 343.00 3.905884 350.10
3.881606 303.90 3.889217 318.59 3.897061 333.54 3.902085 342.97 3.905881 350.07
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Dados experimental para o glicerol (Resisténcia R (2) e periodo de vibragdo T (us)).

ANEXO D: Dados experimentais para o glicerol

R(Q) T (ps) R () T (ns) R(@  t(s) R(@ z(us)
109.84 4.138223 121.56 4.151412 117.67 4.147025 129.03 4.159915
109.83 4.138241 121.56 4.151413 117.67 4.147025 129.03 4.159917
109.84 4.138249 123.55 4.153676 117.66 4.147022 129.02 4.159914
109.83 4.138252 123.55 4.153673 117.66 4.14702  129.02 4.159911
109.84 4.138253 123.55 4.153672 119.7 4.149313 129.02 4.15991
109.84 4.138254 123.55 4.153671 119.7 4.149313 129.02 4.15991
109.84 4.138253 123.54 4.153671 119.69 4.149309 129.02 4.159909
109.84 4.138254 123.54 4.153669 119.69 4.149306 129.02 4.159908
111.73 4.140383 123.54 4.153669 119.69 4.149304 129.02 4.159908
111.73 4.140379 123.54 4.153669 119.69 4.149305 130.98 4.162164
111.73 4.140377 123.55 4.15367 119.69 4.149304 130.98 4.162163
111.73 4.140374 123.54 4.153669 119.69 4.149303 130.99 4.162164
111.72 4.140372 125.49 4.155874 119.69 4.149303 130.99 4.162164
111.72 4.140371 125.49 4.155878 119.69 4.149302 130.99 4.162163
111.72 4.14037 125.49 4.15588 119.68 4.149302 130.98 4.162162
113.88 4.14279 125.49 4.155879 121.57 4.151419 130.98 4.162161
113.88 4.142787 125.49 4.155878 121.57 4.151418 130.98 4.16216
113.87 4.142783 125.49 4.155876 121.56 4.151417 130.98 4.162161
113.87 4.142782 125.49 4.155877 121.56 4.151416 130.98 4.162161
113.87 4.14278 125.49 4.155876 121.56 4.151415 130.98 4.162157
113.87 4.14278 125.49 4.155877 121.56 4.151415 130.99 4.16216
113.88 4.142778 125.49 4.155876 121.56 4.151413 130.99 4.16216
113.88 4.142775 125.49 4.155875 121.56 4.151413 130.99 4.162161
113.88 4.142775 125.49 4.155876 121.56 4.151412 130.99 4.162161
115.76 4.144891 125.49 4.155876

115.76 4.144887 127.43 4.158082

115.75 4.144886 127.43 4.158088

115.75 4.144884 127.43 4.15809

115.75 4.144883 127.43 4.15809

115.75 4.144881 127.43 4.158089

115.75 4.14488 127.43 4.158088
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117.67
117.67
117.67
117.67
117.67
117.67

4.147036
4.147034
4.14703
4.147028
4.147028
4.147027

127.43
127.43
127.43
127.43
129.02
129.02

4.158087
4.158087
4.158088
4.158088
4.159901
4.159911
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ANEXO E: Dados para o glicerol de diferentes autores.

Resumo da massa volumica de diferentes autores, com as técnicas usadas, gama de temperatura e pressdo.

Autores Ano Np AT /K P/MPa p /kg.m>(ur)? Método®  Pureza
(m/m)
(Bosart ¢ 1928 4 288.15-298.15 0.1 (1262—1265) not PIC (ns)
Snoddy 1927)
(Darbari et al. 1967 3 313.15-333.15 0.1 (1234-1247) (ns) PIC Ns
1967)
(McDuffieetal. 1969 90 223-353 0.1 (1220-1365) VB (3710%)
1969) (0.05%) de agua
(Xu, Hu,e Lin 2003 2 298.15,308.15 0.1 (1254,1244) (0.01) VTD 0.995
2003)
(Adamenkoet 2006 13 290.35-355.95 0.1 (1224-1267) (ns) PIC DIST
al. 2006)
(Li, Su, e Wang 2007 8 298.15-333.15 0.1 (1236-1259) (0.3) PYC >(0.999
2007)
(Romero, Paez, e 2008 6 283.15-308.15 0.1 (1253-1266) (0.05) PIC 0.99
Pérez 2008)
(Khelladi etal. 2009 110 283-373 0.1-100 (1209-1291) VTD Ns
2009) (0.05%)
(Ge, Ma, e Chu 2010 9 298.15-338.15 0.1 (1233-1258) (1%) PIC >(0.997
2010)
(Egorov e 2012 6 293.15-348.15 0.1 (1226-1261) (0.05) VTD 0.995
Makarov 2012)
(Palani, 2012 3 303-313 0.1 (1251-1258) PIC Ns
Srinivasan and
Lakshmi, 2012)
. (Kijev€aninet 2013 3 293-303 0.1 (1255-1261) (0.3) VTD 0.995
al. 2013)
(Koohyaretal. 2013 3 303-323 0.1 (1243-1256) VTD 0.98
2011)
(Egorov, 2013 8 278.15-348.15 0.1 (1226-1271) (0.05) VTD >0.995
Makarov, e
Kolker 2013)
(Egorov e 2014 30 278.15-323.15  0.1-100 (1242-1299) (0.05) VTD >0.995
Makarov 2014) (2710
de 4gua
(Prieto et al. 2016 60 298.15-348.15 0.1-25 (1229-1267) VTD >(.995
2016) (0.001)
de dgua

2 incerteza na massa voliimica, u (p) é dada em kg.m™ ou em percentagem. Os limites superior e inferior de
massa voliimica foram arredondados para valores inteiros. ® métodos VB: célula de volume variavel; VTD:
densimetro de tubo vibrante; PIC: picnémetro.
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ANEXO F: Dados experimentais para as solucoes de tampao.

Dados experimentais para a solugcdo tampdo.

R(Q) T (ns) R(Q) T (ns)

109.99 4.086078 120.74 4.097702
109.99 4.086053 120.73 4.097687
109.99 4.086026 120.73 4.097684
109.99 4.086005 120.73 4.09768
109.99 4.085983 120.73 4.097675
109.99 4.08596 120.73 4.097671
109.99 4.085942 120.72 4.097668
109.99 4.085923 120.72 4.097665
109.99 4.085907 120.72 4.097662
111.69 4.087386 122.86 4.099969
111.74 4.08765 122.86 4.099961
111.75 4.087792 122.86 4.099955
111.75 4.087863 122.86 4.09995
111.75 4.087893 122.86 4.099938
111.75 4.087897 122.86 4.099935
111.74 4.0877889 122.86 4.099932
111.74 4.087874 122.86 4.099929
111.74 4.087855 124.8 4.098907
111.74 4.087837 124.8 4.098867
111.74 4.087818 124.8 4.098838
111.73 4.087799 124.8 4.098832
111.73 4.087782 124.8 4.09883
111.73 4.087766 124.8 4.098836
111.73 4.087753 124.8 4.098838
111.72 4.087739 124.8 4.098837
111.72 4.087727 126.6 4.100436
111.72 4.087715 126.6 4.100434
113.85 4.090154 126.6 4.100429
113.85 4.090142 126.59 4.100425
113.84 4.090128 126.59 4.100424
113.84 4.090116 126.59 4.100422
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113.84
113.84
113.84
113.84
113.84
113.84
115.65
115.64
115.64
115.64
115.64
115.64
115.64
115.64
118.18
118.17
118.17
118.17
118.17
118.17
118.17
118.17
118.17
118.17
120.74
120.74

4.090102
4.090083
4.090083
4.090072
4.090064
4.090057
4.092121
4.092118
4.092108
4.09210
4.092093
4.092087
4.092082
4.092079
4.094947
4.094938
4.094927
4.094917
4.094910
4.094903
4.094896
4.094891
4.094889
4.094885
4.097719
4.097712

126.59
126.59
126.59
127.95
127.96
127.97
127.97
127.97
127.97
127.97
130.24
130.23
130.23
130.23
130.23
130.23
130.23
131.55
131.55
131.56
131.56
131.56
131.56
131.56
131.56

131.56

4.100422
4.100419
4.10042
4.101412
4.101442
4.101472
4.101475
4.101501
4.101506
4.101525
4.10316
4.103076
4.102978
4.10293
4.102962
4.102966
4.102961
4.103719
4.103741
4.10375
4.103743
4.103723
4.103743
4.103744
4.103744
4.103744
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ANEXO G: Dados experimentais para as solucdes de GMS.

Dados experimentais do GMS para o ensaio 1 m = 0.2546/A1 mol.kg.!

T (K) p (kg.m?) media

R (Q) T (ps) R (Q) T (ps) media

110.00 4.093948 117.80 4.102915 293.80 1019.00
110.00 4.093944 117.80 4.102913 303.87 1013.27
110.00 4.093940 117.80 4.102912 313.91 1005.89
110.00 4.093938 117.80 4.102911 318.46 1001.48
110.00 4.093936 117.80 4.102911 323.53 996.57
110.00 4.093934 117.80 4.102910 333.09 986.31
110.00 4.093935 117.80 4.102910

110.00 4.093934 119.70 4.105069

111.78 4.096011 119.70 4.105067

111.78 4.096007 119.70 4.105065

111.78 4.096004 119.70 4.105065

111.78 4.096003 123.52 4.109245

111.78 4.096000 123.52 4.109243

111.78 4.095998 123.52 4.109243

111.78 4.095998 123.51 4.109240

111.78 4.095997 123.51 4.109240

111.78 4.095997 123.51 4.109240

111.78 4.095997 127.25 4.113096

113.81 4.098367 127.25 4.113096

113.81 4.098363 127.25 4.113095

113.81 4.098359 127.25 4.113087

113.81 4.098356 127.24 4.113086

115.77 4.100612 127.24 4.113085

115.77 4.100610 127.24 4.113083

115.77 4.100607 127.24 4.113082

115.77 4.100606 127.24 4.113079

115.77 4.100605 127.24 4.113077

115.77 4.100605 131.11 4.116589

115.77 4.100605 131.11 4.116589
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115.77 4.100605 131.11 4.116575

117.80 4.102920 131.11 4.116563
117.80 4.102917 131.11 4.116553
117.80 4.102916 131.11 4.116553

Dados experimentais do GMS para o ensaio 2 m = (0.2546/A2 mol.kg™ (replica).

T (K) p (kg.m)
R (Q) T (ps) R (Q) T (ps) media media
108.23 4,091616 119,5 4,099079 298.22 1012.57
108.23 4,091612 119,5 4,105801 303.42 1010.43
108.22 4,091607 119,5 4,105788 308.77 1007.20
108.22 4,091602 119,5 4,105777 313.55 1003.97
108.22 4,091599 119,5 4,105773 318.70 1000.36
108.22 4,091592 119,5 4,105764 323.75 996.45
111.07 4,095021 119,5 4,105757 333.46 988.66
111.07 4,094983 119,5 4,105751 338.57 984.35
111.07 4,094966 119,5 4,105744 343.10 980.54
111.07 4,094950 119,5 4,105737 348.02 975.82
111,06 4,095032 119,5 4,105724 353.13 970.79
111,06 4,094917 121,55 4,105719
111,06 4,094899 121,55 4,107902
111,06 4,094869 121,55 4,107898
111,06 4,094854 121,55 4,107884
111,06 4,094838 121,55 4,107879
113,99 4,097956 121,55 4,107875
113,99 4,097927 121,55 4,107871
113,99 4,097894 121,55 4,107867
113,98 4,097867 121,55 4,107864
113,98 4,097820 121,55 4,107862
113,98 4,097802 121,55 4,10786
113,98 4,097769 121,55 4,107856
113,98 4,097785 123,24 4,109577
115,3 4,099137 123,24 4,109569
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115,3
115,3
115,29
115,29
115,29
115,29
115,29
115,29
117.29
117,28
117,28
117,28
117,28
117,28
117,28
117,28
117,28
117,28
117,28
119,49
119,49
119,49
119,49
119,49
119,49
119,49
119,49

4,099127
4,099109
4,099104
4,099097
4,099091
4,099087
4,099083
4,101221
4,101216
4,101212
4,101206
4,101203
4,101299
4,101296
4,101293
4,101290
4,101289
4,106118
4,106074
4,106074
4,106034
4,105970
4,105963
4,105932
4,105901
4,105976
4,105954

123,24
123,24
123,24
123,24
123,24
123,24
123,24
129,47
129,47
129,47
129,47
129,47
129,47
129,47
130,88
130,88
130,88
130,88
130,88
130,88
130,88
130,88
130,88
130,87
130,87
130,87
130,87

4,109563
4,10956
4,109556
4,109556
4,109556
4,109569
4,109577
4,115274
4,11527
4,115266
4,115257
4,115252
4,115248
4,115246
4,116296
4,116284
4,116273
4,116255
4,116251
4,116248
4,116245
4,116242
4,116241
4,116237
4,116231
4,116224

4,116219
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Dados experimentais do GMS para o ensaio 3 m = 0.5219/A1 mol.kg !

T (K) p (kg.m?)
R (Q) T (ps) R (Q) T (ps) media Media
110.00 4.093959 117.80 4.102917 298.64 1037.39
110.00 4.093952 117.80 4.102916 303.25 1035.12
110.00 4.093948 117.80 4.102916 308.51 1032.27
110.00 4.093942 117.80 4.102915 313.59 1029.12
110.00 4.093944 117.80 4.10213 318.85 1025.60
110.00 4.093940 119.71 4.105071 323.77 1022.19
110.00 4.093938 119.70 4.105072 333.66 1014.60
111.78 4.096011 119.70 4.105069 343.32 1006.38
111.78 4.096007 119.70 4.105067 353.34 996.27
111.78 4.096004 119.70 4.105065
111.78 4.096003 123.52 4.109245
111.78 4.096000 123.52 4.109243
111.78 4.095998 123.52 4.109240
111.78 4.095998 123.51 4.109240
111.78 4.095997 123.51 4.109240
113.97 4.098367 127.25 4.113096
113.97 4.098363 127.25 4.113096
113.97 4.098359 127.25 4.113095
113.97 4.098356 127.25 4.113087
113.97 4.098354 127.25 4.113086
113.97 4.098352 127.25 4.113085
113.97 4.098352 127.24 4.113083
115.77 4.100612 127.24 4.113082
115.77 4.100610 127.24 4.113082
115.77 4.100610 127.24 4.113079
115.77 4.100607 127.24 4.113077
115.77 4.100606 127.24 4.113075
115.77 4.100605 131.00 4.125304
115.77 4.100605 131.00 4.125295
115.77 4.100605 131.00 4.125283
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115.77
115.77
117.80
117.80
117.80
117.80

4.100605
4.100605
4.102920
4.102917
4.102920
4.102917

131.00
131.00
131.00
131.00
131.00

131.00

4.12528
4.125279
4.125277
4.125275
4.125273
4.125272
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Dados experimentais do GMS para o ensaio 4 m = 0.5219/42 mol.kg™ (replica)

T (K) p (kg.m?)
R (Q) T (ps) R (Q) T (ps) media Media
109.89 4.102944 119.64 4.113842 298.34 1044.93
109.89 4.102935 119.64 4.113839 303.34 1041.69
109.89 4.102925 119.64 4.113838 308.32 1037.80
109.88 4.10292 119.63 4.113837 313.26 1034.16
109.88 4.102913 119.63 4.113834 318.22 1029.77
109.88 4.102907 119.63 4.113833 323.15 1025.33
109.88 4.10290 119.63 4.11383 328.09 1021.13
111.85 4.105136 119.63 4.11383 333.03 1016.92
111.85 4.105131 121.61 4.1159993 337.96 1012.61
111.85 4.105131 121.61 4.11599 342.86 1006.73
111.85 4.105126 123.51 4.11805 347.78 1001.01
111.85 4.105123 123.51 4.118046 352.67 995.70
111.85 4.105119 123.51 4.118044
111.85 4.105117 123.51 4.11804
111.85 4.105115 123.51 4.118037
113.97 4.107539 123.51 4.118032
113.97 4.107534 123.51 4.118031
113.97 4.10753 123.51 4.118027
113.97 4.107525 127.35 4.121992
113.97 4.107521 127.35 4.121985
113.97 4.107517 127.35 4.121979
113.97 4.107515 127.35 4.121977
115.66 4.109456 127.35 4.121975
111.65 4.109447 127.35 4.121973
111.65 4.109444 127.35 4.12197
111.65 4.109438 127.35 4.121969
111.65 4.109436 127.35 4.121968
111.65 4.109434 131.00 4.125304
111.65 4.109432 131.00 4.125295
117.69 4.111733 131.00 4.125283
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117.68
117.68
117.68
117.68
117.68
117.68

4.111729
4.111723
4.11172
4111717
4.111714
4.111713

131.00
131.00
131.00
131.00
131.00

131.00

4.12528
4.125279
4.125277
4.125275
4.125273
4.125272
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Dados experimentais do GMS para o ensaio 5 m = 1.1006 molkg™.

T (K) p (kg.m?)
R (Q) T (ps) R (Q) T (ps) media Media
109.89 4.102944 117.68 4.111720 298.34 1082.74
109.89 4.102935 117.68 4.111717 303.43 1079.83
109.89 4.102925 117.68 4.111714 308.92 1076.47
109.89 4.102920 117.68 4.111720 313.30 1073.68
109.89 4.102913 119.64 4.113839 318.54 1069.96
109.89 4.102907 119.64 4.113840 323.60 1065.90
111.85 4.105136 119.64 4.113839 328.73 1061.91
111.85 4.105131 119.63 4.113838 333.64 1057.87
111.85 4.105131 119.63 4.113837 343.59 1049.22
111.85 4.105126 119.63 4.113834 353.05 1039.68
111.85 4.105123 119.63 4.113833
111.85 4.105119 119.63 4.113830
111.85 4.105117 121.62 4.116027
111.85 4.105114 121.62 4.116022
113.97 4.117539 121.62 4.116015
113.97 4.117539 121.62 4.116010
113.97 4.117534 121.62 4.116005
113.97 4.117530 121.62 4.116002
113.97 4.117525 121.61 4.115997
113.97 4.117521 123.36 4.118050
113.97 4.117517 123.51 4.118050
113.97 4.117515 123.51 4.118046
113.97 4.117515 123.51 4.118044
115.66 4.109456 123.51 4.118037
115.66 4.109447 123.51 4.118032
115.66 4.109444 123.51 4.118031
115.66 4.1094543 123.51 4.118027
115.66 4.109442 127.35 4.121992
115.66 4.109441 127.35 4.121985
115.66 4.109439 127.35 4.121979
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115.66
115.65
115.65
115.65
115.65
117.69
117.68
117.68
117.68

4.109440
4.109438
4.109436
4.109434
4.109432
4.111733
4.111733
4.111729
4.111723

127.35
127.35
131.04
131.04
131.04
131.04
131.04
131.04

131.04

4.121977
4.121975
4.125304
4.125295
4.125283
4.125280
4.125283
4.125280

4.121979
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Dados experimentais do GMS para o ensaio 6 m = 1.1006 mol.kg’! (replica).

T (K) p (kg.m?)
R (Q) T (ps) R (Q) T (ps) media Media
108.13 4.087677 119.62 4.099708 298.35 1082.04
108.13 4.08767 119.62 4.099707 303.35 1079.59
108.13 4.087662 119.62 4.099713 308.29 1077.59
108.13 4.087654 119.62 4.099710 313.26 1074.75
108.13 4.087648 119.62 4.099707 318.18 1071.99
108.13 4.087643 123.32 4.103209 323.15 1068.93
108.13 4.087637 123.32 4.103196 328.09 1065.56
108.13 4.087633 123.32 4.103184 333.03 1061.68
108.13 4.087627 123.31 4.103171 337.95 1058.48
108.13 4.087623 123.31 4.103161 342.86 1055.70
112.03 4.092019 123.31 4.103153
112.03 4.091968 123.31 4.103146
112.03 4.091956 123.31 4.103139
112.03 4.091945 123.31 4.103134
112.03 4.091932 123.31 4.103127
112.02 4.091924 123.31 4.103126
112.02 4.091916 123.31 4.103120
112.02 4.091912 123.31 4.103115
112.02 4.091907 123.31 4.103110
112.02 4.091903 127.31 4.106147
112.02 4.091905 127.31 4.106124
112.02 4.091905 127.31 4.106100
112.02 4.091904 127.31 4.106076
115.90 4.096104 127.31 4.106062
115.90 4.096098 127.31 4.106044
115.90 4.096094 127.31 4.106034
115.90 4.096090 127.31 4.106025
115.90 4.096087 127.31 4.106027
115.90 4.096084 127.31 4.106017
115.90 4.096076 127.31 4.106009
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115.90
115.90
115.90
115.90
115.90
117.67
117.67
117.66
117.66
117.66
117.66
117.66
117.66
117.66
117.66
119.62
119.62
119.62
119.62
119.62
119.62
119.62

4.096074
4.096066
4.096062
4.096060
4.096056
4.097830
4.097816
4.097802
4.097795
4.097793
4.097792
4.097790
4.097789
4.097787
4.097785
4.099749
4.099741
4.099734
4.099730
4.099724
4.099717
4.099713

127.30
127.30
130.87
130.87
130.87
130.87
130.87
130.87
130.87
130.87
130.87
130.87
130.87
130.87
130.87
130.87
130.87
130.87
130.87
130.87
130.87
130.87

4.106001
4.105995
4.106831
4.106803
4.106790
4.106779
4.106770
4.106755
4.106743
4.106729
4.106718
4.106711
4.106704
4.106696
4.106690
4.106684
4.106682
4.106678
4.106674
4.106668
4.106658

4.106652
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Dados experimentais do GMS para o ensaio 7m = 1.1477 molkg ™.

R () 7 (ps) R (Q) 7 (ps) T (K) p (kg.m?)
109.79 4.087865 121.56 4.100721 298.25 1126.65
109.79 4.087863 121.56 4.100716 303.82 1123.10
109.79 4.087861 121.56 4.100711 308.90 1120.22
109.78 4.087859 121.56 4.100708 313.57 1117.20
109.78 4.087855 121.56 4.100705 318.93 1113.54
109.78 4.087850 121.56 4.100703 323.55 1110.32
109.78 4.087846 121.56 4.100699 333.25 1103.00
109.78 4.087842 121.56 4.100696 343.23 1095.15
109.78 4.087839 121.56 4.100696 353.15 1086.22
109.78 4.087834 121.56 4.100693

109.78 4.087830 121.56 4.100693

109.78 4.087827 123.43 4.102686

109.78 4.087823 123.43 4.102681

109.78 4.087820 123.43 4.102675

111.83 4.090230 123.43 4.102669

111.83 4.090217 123.43 4.102663

111.83 4.090203 123.43 4.102658

111.83 4.090191 123.43 4.102653

111.83 4.090179 123.43 4.102648

111.83 4.090168 123.43 4.102645

111.83 4.090158 123.43 4.102642

111.83 4.090148 123.43 4.102641

111.83 4.090139 123.43 4.102638

111.83 4.090130 123.43 4.102636

111.83 4.090122 125.41 4.104703

111.83 4.090114 125.41 4.104700

113.88 4.092385 125.41 4.104698

113.87 4.092379 125.41 4.104695

113.87 4.092368 125.41 4.104694

113.87 4.092359 125.41 4.104691

113.87 4.092350 125.41 4.104689
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113.87
113.87
113.87
113.87
113.87
113.87
113.87
113.87
115.87
115.87
115.86
115.86
115.86
115.86
115.86
115.86
115.86
115.86
115.86
117.67
117.67
117.67
117.67
117.67
117.66
117.66
117.66
117.66
117.66
117.66
117.66
117.66
119.58
119.58

4.092344
4.092338
4.092332
4.092327
4.092321
4.092317
4.092313
4.092310
4.094521
4.094514
4.094510
4.094505
4.094502
4.094500
4.094498
4.094493
4.094493
4.094489
4.094487
4.096528
4.096521
4.096511
4.096506
4.096500
4.096496
4.096492
4.096484
4.096480
4.096480
4.096478
4.096471
4.096468
4.098587
4.098579

125.41
125.41
125.40
127.35
127.35
127.35
127.35
127.35
127.35
127.35
127.35
127.35
127.35
127.35
127.35
129.21
129.21
129.21
129.21
129.21
129.21
129.21
129.21
129.21
129.20
129.20
129.20
130.88
130.88
130.88
130.88
130.88
130.87
130.87

4.104686
4.104684
4.104682
4.106595
4.106585
4.106580
4.106576
4.106572
4.106569
4.106565
4.106562
4.106558
4.106559
4.106557
4.106556
4.108285
4.108276
4.108268
4.108261
4.108256
4.108251
4.108245
4.108240
4.108236
4.108230
4.108225
4.108221
4.109582
4.109561
4.109543
4.109528
4.109516
4.109509
4.109500
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119.58
119.58
119.58
119.58
119.58
119.58
119.58
119.58
119.57
119.57
119.57

4.098578
4.098577
4.098574
4.098571
4.098583
4.098582
4.098580
4.098580
4.098578
4.098576
4.098575

130.87
130.87
130.87
130.87
130.87
130.87
130.87
130.87
130.87
130.87
130.87

4.109493
4.109486
4.109482
4.109481
4.109482
4.109477
4.109473
4.109467
4.109461
4.109459
4.109456
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Dados experimentais do GMS para o ensaio 8 m = 2.4761 mol.kg™.

R () 7 (ps) R (Q) 7 (ps) T (K) p (kg.m?)
111.92 4.122228 119.58 4.130897 303.61 1164.29
111.92 4.122223 123.41 4.135239 313.55 1157.93
111.92 4.122218 123.41 4.135232 323.47 1150.71
111.92 4.122213 123.41 4.135228 333.37 1143.41
111.92 4.122210 123.40 4.135223 343.20 1136.29
111.92 4.122204 123.40 4.135222 353.02 1129.04
111.92 4.122200 123.40 4.135222

111.92 4.1222195 123.40 4.135221

111.92 4.1222188 123.40 4.135220

115.76 4.126612 123.40 4.135220

115.76 4.126610 123.40 4.135220

115.76 4.126605 127.20 4.139448

115.76 4.126598 127.20 4.139448

115.76 4.126592 127.20 4.139449

115.75 4.126586 127.20 4.139451

115.75 4.126580 127.20 4.139454

115.75 4.126573 127.20 4.139454

115.75 4.126567 127.20 4.139455

115.75 4.126561 127.20 4.139457

115.75 4.126554 127.20 4.139460

119.59 4.130923 130.99 4.143431

119.59 4.130917 130.99 4.143436

119.58 4.130915 130.99 4.143442

119.58 4.130911 130.99 4.143447

119.58 4.130908 130.99 4.143450

119.58 4.130907 130.99 4.143457

119.58 4.130904 130.99 4.143461

119.58 4.130903 130.99 4.143466

119.58 4.130901 130.99 4.143471

119.58 4.130899 130.99 4.143476

119.58 4.130897
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ANEXO H: Dados experimentais para as solucdes de LCOG.

Dados experimentais para LCOG ensaio 1 C = 2.27 mg.cm ~.

3

T (K) p (kg.m?)
R (Q) T (us) R (Q) T (ps) media media
109.88 4.086801 121.54 4.098526 298.17 1002.56
109.88 4.086805 121.54 4.098521 303.37 1001.27
109.88 4.086775 121.54 4.098538 308.74 999.45
110.01 4.086773 121.54 4.098535 313.52 997.49
110.01 4.086774 121.54 4.098535 318.67 995.16
110.01 4.086772 121.54 4.098532 328.76 989.75
110.01 4.086772 121.54 4.098530 333.38 987.26
110.01 4.086771 123.41 4.100493 353.06 976.89
110.01 4.086771 123.41 4.100491
110.01 4.086770 123.41 4.100487
110.01 4.086769 123.41 4.100483
110.01 4.086768 123.41 4.100480
110.01 4.086768 123.41 4.100478
110.01 4.086767 123.41 4.100476
110.01 4.086784 123.41 4.100475
111.89 4.089171 123.41 4.100473
111.89 4.089170 123.41 4.100473
111.89 4.089170 123.41 4.100468
111.89 4.089169 123.41 4.100468
111.89 4.089170 123.41 4.100466
111.89 4.089169 123.41 4.100465
111.89 4.089168 123.41 4.100463
111.89 4.089168 123.41 4.100462
111.89 4.089168 125.32 4.102432
111.89 4.089167 125.32 4.102428
111.89 4.089168 125.32 4.102422
113.85 4.091631 125.32 4.102418
113.85 4.091629 125.32 4.102414
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113.85
113.85
113.85
113.85
113.85
113.85
113.85
113.85
113.85
113.85
113.85
113.85
113.85
113.85
113.85
115.92
115.92
115.92
115.92
115.92
115.92
115.92
115.92
115.92
115.92
115.92
115.92
115.92
115.92
115.92
115.92
115.92
115.92
115.92

4.091627
4.091627
4.091626
4.091625
4.091624
4.091623
4.091622
4.091623
4.091622
4.091623
4.091622
4.091621
4.091620
4.091620
4.091620
4.093199
4.093166
4.093129
4.093100
4.093075
4.093054
4.093034
4.093016
4.092998
4.099830
4.092966
4.092953
4.092941
4.092929
4.092917
4.092907
4.092897
4.092888
4.092888

125.32
125.32
125.32
125.31
125.31
125.31
125.31
125.31
125.31
125.31
125.31
125.31
127.14
127.14
127.14
127.14
127.14
127.14
127.14
127.14
127.14
127.14
127.13
127.13
127.13
127.13
127.13
127.13
127.13
129.26
129.26
129.26
129.26
129.26

4.102413
4.098526
4.098521
4.098538
4.098535
4.098535
4.098532
4.098530
4.100493
4.100491
4.100487
4.100483
4.100480
4.100478
4.100476
4.100475
4.100473
4.100473
4.100468
4.100468
4.100466
4.100465
4.100463
4.100462
4.102432
4.102428
4.102422
4.102418
4.102414
4.102413
4.098526
4.098521
4.098538
4.098535
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115.92
115.92
115.92
117.80
117.80
117.80
117.80
117.80
117.80
117.80
117.80
117.80
117.80
117.80
117.80
117.80
117.80
117.80
117.80
119.59
119.59
119.59
119.59
119.59
119.59
119.59
119.59
119.59
119.59
119.59
119.59
119.59
119.59
119.59

4.092888
4.092881
4.092872
4.094772
4.094771
4.094769
4.094769
4.094767
4.094766
4.094763
4.086801
4.086805
4.086775
4.086773
4.086774
4.086772
4.086772
4.086771
4.086771
4.086770
4.086769
4.086768
4.086768
4.086767
4.086784
4.089171
4.089170
4.089170
4.089169
4.089170
4.089169
4.089168
4.089168
4.089168

129.26
129.26
129.26
129.26
129.26
129.26
129.26
129.26
129.26
129.26
129.26
129.26
129.26
129.26
130.93
130.93
130.93
130.93
130.93
130.93
130.93
130.93
130.93
130.93
130.93
130.93
130.93
130.93
130.93
130.93
130.93
130.93
130.93
132.93

4.098535
4.098532
4.098530
4.100493
4.100491
4.100487
4.100483
4.100480
4.100478
4.100476
4.100475
4.100473
4.100473
4.100468
4.100468
4.100466
4.100465
4.100463
4.100462
4.102432
4.102428
4.102422
4.102418
4.102414
4.102413
4.098526
4.098521
4.098538
4.098535
4.098535
4.098532
4.098530
4.100493
4.100491

Densidades de glutamato de sodio e da lisozima da clara do ovo da galinha em solu¢des aquosas de fosfato de sodio

104



119.59
119.59
119.59
119.59
119.59
121.55
121.55
121.54
121.54
121.54
121.54
121.54
121.54
121.54
121.54
121.54
121.54
121.54

121.54

4.089167
4.089168
4.091631
4.091629
4.091627
4.091627
4.091626
4.091625
4.091624
4.091623
4.091622
4.091623
4.091622
4.091623
4.091622
4.091621
4.091620
4.091620
4.091620

132.93
132.93
132.93
132.93
132.93
132.93
132.93
132.93
132.93
132.93
132.93
132.93
132.93
132.93
132.93
132.93
132.93
132.93
132.93

4.100487
4.100483
4.100480
4.100478
4.100476
4.100475
4.100473
4.100473
4.100468
4.100468
4.100466
4.100465
4.100463
4.100462
4.102432
4.102428
4.102422
4.102418

4.102414
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Dados experimentais para LCOG ensaio 2 C = 4.35 mg.m?.

R () T (ps) R (Q) T (ps) TK  pkgm?)
109.88 4.086619 119.47 4.098525 298.12 1002.91
109.88 4.086618 119.47 4.098525 303.20 1001.34
109.88 4.086619 119.47 4.098525 308.27 999.60
109.88 4.086617 119.47 4.098525 313.22 997.54
109.88 4.086617 121.38 4.100835 318.19 995.22
109.88 4.086616 121.38 4.100836 323.14 992.70
109.88 4.086614 121.38 4.100836 328.07 990.05
109.88 4.086615 121.38 4.100836 333.00 987.22
109.88 4.086614 121.38 4.100834 337.92 984.49
109.88 4.086615 121.38 4.100833 342.84 981.78
109.88 4.086613 121.38 4.100832 347.76 979.18
109.88 4.086613 121.38 4.100832 352.64 976.87
109.88 4.086612 121.38 4.100833

109.88 4.086610 121.38 4.100834

109.88 4.086609 121.38 4.100834

109.88 4.086607 121.38 4.100834

111.81 4.089080 121.38 4.100834

111.81 4.089079 121.38 4.100833

111.81 4.089076 121.38 4.100832

111.81 4.089075 121.38 4.100830

111.81 4.089075 123.27 4.103113

111.81 4.089073 123.27 4.103112

111.81 4.089072 123.27 4.103112

111.81 4.089071 123.28 4.103116

111.81 4.089070 123.28 4.103116

111.81 4.089069 123.28 4.103115

111.81 4.089068 123.27 4.103114

111.81 4.089069 123.27 4.103112

111.81 4.089068 123.27 4.103109

111.81 4.089067 123.27 4.103108

111.81 4.089065 123.27 4.103107
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111.81
111.81
111.81
111.81
113.73
113.73
113.73
113.73
113.73
113.73
113.73
113.73
113.73
113.73
113.73
113.73
113.73
113.73
113.73
113.73
115.65
115.65
115.65
115.65
115.65
115.65
115.65
115.65
115.65
115.65
115.65
115.65
115.65

115.65

4.089063
4.089062
4.089061
4.089059
4.091470
4.091468
4.091468
4.091466
4.091465
4.091464
4.091464
4.091463
4.091461
4.091461
4.091459
4.091460
4.091458
4.091459
4.091459
4.091458
4.093846
4.093847
4.093849
4.093852
4.093853
4.093855
4.093853
4.093853
4.093851
4.093850
4.093847
4.093848
4.093846
4.093846

123.27
123.27
125.18
125.18
125.18
125.18
125.17
125.17
125.17
125.18
125.18
125.17
125.17
125.17
125.17
125.17
125.17
125.17
125.17
127.08
127.08
127.08
127.08
127.08
127.08
127.08
127.08
127.08
127.08
127.08
127.08
127.08
128.98
128.98

4.103108
4.103108
4.105377
4.105377
4.105378
4.105377
4.105376
4.105376
4.105376
4.105377
4.105377
4.105376
4.105375
4.105375
4.105375
4.105373
4.105374
4.105370
4.105368
4.107616
4.107616
4.107612
4.107612
4.107612
4.107611
4.107611
4.107613
4.107612
4.107610
4.107607
4.107605
4.107603
4.109828
4.109828
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115.65
115.65
115.65
115.65
115.65
117.56
117.56
117.56
117.55
117.55
117.55
117.55
117.55
117.55
117.55
117.55
117.55
117.55
117.55
117.55
119.47
119.47
119.47
119.47
119.47
119.47
119.47

4.093847
4.093845
4.093844
4.093844
4.093843
4.09619
4.096195
4.096197
4.096196
4.096194
4.096191
4.096192
4.096191
4.096193
4.096191
4.096191
4.096193
4.096194
4.096193
4.096190
4.098529
4.098529
4.098528
4.098527
4.098528
4.098526
4.098527

128.97
128.97
128.97
128.97
128.97
128.97
128.97
128.97
128.97
128.97
128.97
130.87
130.87
130.87
130.87
130.87
130.87
130.87
130.87
130.86
130.86
130.86
130.86
130.86
130.86

130.86

4.109825
4.109824
4.109824
4.109823
4.109821
4.109820
4.109821
4.109821
4.109822
4.109819
4.109820
4.112027
4.112026
4.112028
4.112027
4.112026
4.112023
4.112023
4.112022
4.112019
4.112017
4.112018
4.112017
4.112018
4.112017
4.112017
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Dados experimentais para LCOG ensaio 3 C = 8.38 mg.m™.

R () T (ps) R (Q) T (ps) T (K) p (kgm)
109.84 4.087101 119.47 4.099019 298.23 1004.66
109.84 4.087103 121.38 4.101286 303.32 1003.60
109.84 4.087106 121.38 4.101283 308.27 1001.76
109.84 4.087116 121.38 4.101266 313.24 999.56
109.84 4.087108 121.38 4.101259 318.21 996.61
109.84 4.087106 121.38 4.101256 323.14 994.27
109.84 4.087107 121.38 4.101252 328.08 991.17
109.85 4.087111 121.38 4.101242 332.98 987.85
109.85 4.087115 121.37 4.101237 337.92 984.13
109.85 4.087115 121.37 4.101232 342.84 981.16
111.81 4.089668 121.37 4.101231 347.75 978.33
111.81 4.089672 121.37 4.101221 352.66 975.90
111.81 4.089675 121.37 4.101220

111.81 4.089674 123.27 4.103419

111.81 4.089672 123.27 4.103409

111.81 4.089669 123.27 4.103409

111.81 4.089668 123.27 4.103405

111.81 4.089667 123.27 4.103400

111.81 4.089664 123.27 4.103399

111.81 4.089665 123.27 4.103398

111.81 4.089664 123.27 4.103398

111.81 4.089663 123.27 4.103394

111.81 4.089662 123.27 4.103393

113.73 4.092060 123.27 4.103388

113.72 4.092059 123.27 4.103387

113.72 4.092056 125.18 4.105493

113.72 4.092054 125.18 4.105459

113.72 4.092053 125.18 4.105486

113.72 4.092048 125.18 4.105485

113.72 4.092050 125.18 4.105483

113.72 4.092048 125.18 4.105479
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113.72
113.72
113.72
113.72
113.72
115.65
115.65
115.65
115.65
115.65
115.64
115.64
115.64
115.64
115.64
115.64
115.64
115.64
115.64
117.57
117.57
117.56
117.56
117.56
117.56
117.56
117.56
117.56
117.56
117.56
117.56
119.47
119.47
119.47

4.092046
4.092044
4.092041
4.092044
4.092042
4.094444
4.094432
4.094428
4.094425
4.094422
4.094424
4.094421
4.094409
4.094405
4.094407
4.094408
4.094408
4.094409
4.094410
4.096680
4.096680
4.096674
4.096668
4.096662
4.096662
4.096656
4.096650
4.096648
4.096643
4.096638
4.096638
4.099044
4.099043
4.099037

125.18
125.18
125.18
125.18
125.18
127.08
127.08
127.08
127.08
127.08
127.08
127.08
127.08
127.08
127.08
127.08
127.08
128.98
128.98
128.98
128.98
128.98
128.98
128.98
128.98
128.98
128.98
130.88
130.88
130.88
130.88
130.88
130.88

130.87

4.105474
4.105472
4.105471
4.105469
4.105469
4.107676
4.107673
4.107670
4.107667
4.107663
4.107668
4.107664
4.107663
4.107660
4.107658
4.107655
4.107654
4.109839
4.109840
4.109839
4.109841
4.109840
4.109840
4.109840
4.109843
4.109843
4.109843
4.112047
4.112046
4.112046
4.112043
4.112042
4.112040

4.112038
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119.47
119.47
119.47
119.47
119.47
119.47

4.099033
4.099029
4.099028
4.099027
4.099019
4.099018

130.87
130.87
130.87
130.87
130.87

4.112037
4.112035
4.112034
4.112034

4.112033
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