Em paises europeus ¢ nos Estados Unidos esses eletrodos
s80 usados em medidas continuas de glicose, lactato, uréia,
dcido vrico, em laboratorios de emergéncia e monitoramen-
to de pacientes de unidades de terapia intensiva.

Acredita-se que a probabilidade de um biossensor enzi-
mitico tornar-se bem estabelecido no mercado dependeri
da sua relevincia industrial e sobretudo da sua praticabili-
dade.
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ABSTRACT

It is intention to review biocalorimetrics work. Of the
purely thermodynamic studies, only a few representative
examples are discussed, whereas more complete coverage
is given of the general analytical studies. Microcalorimetric

studies on biological systems and on impure biochemical
preparations have their main interest as general analytical
experiments. Such applications are presently being develo-
ped into what are believed to be important experimental
techniques in basic biology, as well as in applied areas like,
fermentation, microorganism growing, biological response,
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clinical sciences, transfer thermodynamics with model
compounds, solvents and with microbial cells, hydrophobic
effect, and various fields of biotecnology, biothermodyna-
mics and environmental research.

INTRODUCAO

Entre as técnicas microcalorimétricas, a microcalorime-
tria de fluxo constitui uma técnica analitica recente e nio
especifica para a caracterizagdo de processos e progressos de
crescimento e morte de microorganismos' ™3 e isto tem des-
pertado o interesse de pesquisadores como experimentos
analiticos, onde estas aplica¢Oes estfo sendo desenvolvidas
em virios paises e tem-se mostrado importante em dreas
académicas e priticas.

Por meio desta técnica, o calor produzido por todos os
eventos metab6licos que ocorrem num meio de cultura po-
dem ser registrados sem perturbar o processo, por isto a
curva dQ/dt (w) vs. tempo (horas), chamada termograma ou
curva p-t (poténcia-tempo) (IUPAC-IUPAB-IUB, Interu-
nion Comission on Biothermodynamics, 1982), determina
“in situ” a medida da atividade biol6gica de compostos ou
associagOes de compostos, assim como crescimento e ativi-
dade de fungos, crescimento de bactérias, processos de fer-
mentaggo, avaliagdfo de biomassas, testes do potencial de
antibioticos?, variagqo de entalpia de transferéncia de fase
em solventes modelos e em microorganismos*® e efeito
hidrof6bico.

A produgdo de calor em experimentos bioquimicos ou
biologicos € frequentemente pequena e os métodos micro-
calorimétricos s30 de interesse principal nestas 4reas.

O fluxo de calor dQ/dt registrado nos termogramas
obtidos, bombeando-se para o microcalorimetro suspen-
sGes provenientes de microfermentadores (em condigGes
aer6bicas ou anaer6bicas), fazem também da microcalori-
metria uma poderosa ferramenta no estudo da fermentaggo,
uma vez que as investigagGes calorimétricas de sistemas qui-
micos, bioquimicos e biolégicos, em contraste aos métodos
espectrofotométricos ndo requerem objetos oticamente
transparentes, mas podem ser usadas em sistemas ndo trans-
parentes, tais como suspensio de células, tecidos, solos,
solugBes grosseiras, ou suspensSes de compostos bioqui-
micos.

Todos os processos, sejam eles fisicos, quimicos ou bio-
16gicos, sfo acompanhados por uma produgio ou absor¢do
de calor. A quantidade de calor estd relacionada com a
extensio do processo, e o calor desenvolvido para um dado
processo é proporcional 2 intensidade ou 4 velocidade do
processo. E assim claro, que a calorimetria, como j4 foi
dito, em adi¢do a sua importdncia na pesquisa termodina-
mica, também serve como uma ferramenta analitica geral.
-AplicagGes potenciais sdo encontradas em fisica, em quimi-
ca e recentemente, especialmente em biotermodinimica
e biotecnologia. Entretanto, foi s6 recentemente que técni-
cas calorimétricas comegaram a ser adotadas por fisico-qui-
micos interessados em sistemas de natureza biol6gica fora
de poucos laboratérios especializados' 2% .
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As raz6es para este aumento de interesse em microcalori-
metria biol6gica sdo sem divida que, técnicas calorimétricas
foram muito methoradas nos Gltimos anos e que instrumen-
tos apropriados sio comercialmente disponiveis. Qutra
razdo é provavelmente também a necessidade de novas téc-
nicas analiticas para serem aplicadas em é4reas onde existem
poucos ou mesmo métodos analiticos nfo aceitdveis, como
também tem aumentado a necessidade por mais dados
termodinamicos fidedignos.

O fato de que métodos calorimétricos sdo tdo gerais, e
dessa maneira ndo especificos, é uma limitagdo para muitos
tipos de problemas analiticos. Entretanto, em sistemas de
natureza biol6gica, a especificidade inerente dos sistemas de
reagGes frequentemente permite o uso de um método ana-
litico nfo especifico. Deve ser também lembrado que para
todas as espécies de processos, mas em particular para mui-
tos processos complexos, por exemplo; fermentagio, cres-
cimento de microorganismos, transferéncia de fase, respos-
ta biologica, etc, é algumas vezes vantajoso usar um método
ndo especifico do que um método muito especifico para se
estudar o sistema. Microcalorimetria como uma técnica
analitica tem outra caracteristica a seu favor: ela ¢ essencial-
mente uma técnica nfo destrutiva ¢ no requer a adig¢fo de
grupos cromogénicos para produzir determinadas espécies
de absor¢do como acontece nos métodos espectrais, além
do fato de que também oferece o potencial para miltipla
andlise sequencial num simples volume da amostra.

A escolha do microcalorimetro para finalidades analiti-
cas é devida 4 sua sensibilidade. Microcalorimetros do tipo
batelada requerem um tempo longo de equilibrio mas sdo
extremamente sensiveis (da ordem de microjoules) o que
corresponde a quantidades micromolares de substdncia. A
ultima gera¢do de microcalorimetros de fluxo sfo tdo sen-

siveis quanto os do tipo batelada, como € o caso do micro-.

calorimetro LKB — Monitor de Bioatividade, baseado no
projeto de Wadsd’. A sensibilidade é < 1 uW para uma
troca de calor constante (ex.: crescimento de microorganis-
mos) ¢ < 1 uJ para uma reagdo com um pulso de calor (ex.:

- interagdo soluto solvente, etc).

Em muitos estudos termoquimicos de processos de natu-
reza biolégica (biotermodinimica), importantes informa-
¢Oes analiticas gerais sdo conseguidas durante a obten¢do
dos dados termodindmicos. Deve ser dito que os dados ter-
modindmicos por si s6 formam uma espécie de informagdo
analitica a qual, agora ou no futuro poder4 ser interpretada
em termos de propriedades fisicas e quimicas dos sistemas
a0s quais estes dados est3o relacionados.

As pesquisas biotermoquimicas estdo concentradas em
sisternas constituidos por compostos bioquimicos purifica-
dos e em compostos modelos. Sistemas biologicos e mistu-
ras brutas tais como meios complexos, (extratos, suspen-
sBes, preparagBes biologicas, etc) s3o pouco definidos do
ponto de vista termodindmico e investiga¢Ges nestes siste-
mas dificilmente conduzirfo a resuitados termodindmicos
que possam ser discutidos num nivel molecular da mesma
maneira que os determinados para sistemas purificados e
compostos modelos. No entanto, alguns pesquisadores®
realizaram experimentos termodindmicos com material
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vivo ou com sistemas de natureza biol6gica pouco definida
para conhecer melhor a termodindmica destes sistemas.

No momento, estudos calorimétricos em sistemas biol6-
gicos tem seu principal interesse como experimentos anali-
ticos e na monitoragdo destes processos.

APLICACOES ANALITICAS E REACOES ENZIMATICAS

Em laboratérios clinicos, o teste de enzimas que necessi-
tam o sistema NAD'/NADH (Nicotinamida adenina dinu-
cleotideo) ou NADP*/NADPH (Nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato) como cosubstratos é feito rotineira-
mente. O sistema de detecgdo é a mudanga de absor¢do a
340 nm (Figura 1),'". Este método fornece também a base
para a determina¢do do nivel de virios outros metab6litos.

100 - A

\ Oxidado

S0+

Reduzido

ABSORCAO RELATIVA DE LUZ, %

400

A, Nm

Figura 1 — Espectros de absorgdo do NAD" e do NADH. Ref. (11)

Poe®*® mediu calorimetricamente a entalpia da reagdo:
NADH(aq) + H'(ag) + 1/2 02 ¥ NAD'(3q) + H,0

e encontrou AH = —258 + 5 kJ mol™*. A partir dos poten-
ciais de oxidagio/redugdo desta equagdo’® calcula-se
AH = —242kJ mol™!, portanto da mesma ordem de gran-
deza do determinado calorimetricamente. Esta grandeza de
calor permitiu se usar a microcalorimetria como uma técni-
ca analftica na detecgfo de concentragSes da ordem de
nanomolar da oxidag¢fo ou redugfo dos cofatores NAD (H)
e NADP (H)'2.

Uma determinagdo precisa do calor de redugfo do NAD*
¢ um dado importante para a avaliagfo dos calores de rea-
¢do redox do NAD e NADP.

Para muitas das reagBes bioquimicas envolvendo oxida-
¢do, um préton é liberado. Kenneth!? determinou o calor
da reagfo:

»NAD"(aq) + 2-propanol(aq)2 NADH(aq) + acetona +
+ H'(aq),

AH = 425 + 0,6 kJ mol™! e dos artigos da literatura'3 2!
pode-se obter o valor da variagio de entalpia para a reacdo:

2-propanol(aq) < acetona(aq) + Hz(g),

AH=71_8kJ mol"! a partir destas duas equages, obtemos
a varia¢do de entalpia para a reagio:

AD'(aq) + Ha(g) 2 NADH(aq) + H'(aq), cujo calor €

AH = -29.3kJ moTl'!, concordante com o valor obtido ca-
lorimetricamente por Poe para a mesma reagdo®. De fato,
um proton € liberado nesta reagfo bioquimica envolvendo
oxidagdo e se um tampao Tris ou THAM (tris-hidroximeti-
laminometano) estiver presente, sua protonagio:

THAM(3q) + H'(ag) < THAMH' (1)

fornecers um AH = —47,6 kJ mol™ . Desde que variagtes
de calor sfo algebricamente aditivas, a oxidagdo de NADH
na presenga de um tampdo tris dard uma “‘variagdo de ental-
pia efetiva” de AH = —76,9 kJ mol™'. Com os modernos
microcalorimetros isto permite a detecgfo de NADH oxi-
dado a niveis de concentraggo de 10 nmol.

Como um principio geral, em biotermodindmica, a varia-
¢do de entalpia pode ser aumentada quando as condigGes
permitem um tampdo atuar como um aceitador de prétons
(reagfo de amplificagdo). Em adi¢do, qualquer reagdo que
resulta na formagfo de dgua (AH = —56,4 kJ mol™!) serve
também como uma reagio de amplifica¢do. Isto se aplicaria
para qualquer reagio liberando peréxido de hidrogénio
como produto da reagdo, por exemplo para o sistema de
enzimas glicose oxidase e uricase, a reagdo com catalase
resulta na formagdo de 4gua.

Como um exemplo de aplicagGes analiticas da microca-
lorimetria, o NBS — National Bureau of Standards, desen-
volveu um método microcalorimétrico de determinagio
de glicose no soro e plasma humano??. Neste experimento
foi usado um calorimetro de condugfo de calor de cela de
reagdo simples, do tipo descrito em??.

A reagdo glicose-hexoquinase pode ser medida através da
reagio:

(Glicose + ATP ¥ Glicose-6-Fosfato +ADP)Tampao

Nesta reagdo um préton ¢é liberado e € portanto vantajo-
0 usar um tampdo amina como Tris. Resultados dos expe-
rimentos de fosforilagdo da glicose feitos em tampgo Tris?*
d%o um valor da entalpia de reagdo AH= —614 kJ mol™*.
A contribui¢fo da reagdo de protonagdo do Tris representa
cerca de 80% do efeito exotérmico.

Qualquer tentativa de desenvolver um novo método ana-
litico de determinagdo da glicose implica que este deva ser
comparével ou preferencialmente melhor que os procedi-
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Tabela 1. Determinagfo da glicose por microcalorimetria.

Precisio Intervalo de o
Reagentes (%) concentragao Método Referéncias
(ug/mi)
Glicose oxidase - 1-40 Fluxo 27
+ perosidase
ATP + hexoquinase 2 300-10.000 Entalpimetria 28
por injecdo
ATP + hexoquinase S 400-3.000 Batelada 29
ATP + hexoquinase
(imobilizada dentro 5 250-2.000 Fluxo 30
do calorimetro)
Glicose oxidase 5 90-180 Fluxo 31

(imobilizada) + catalase

mentos existentes. Portanto, muitos esforgos tém sido
centrados na determinagdo da glicose por microcalorime-
tria. A Tabela 1 resume o trabalho de vérios pesquisadores.

Smith e Carr®’ e Carr er al,?® usaram a microcalorime-
tria para determinar a concentragio de proteina em soros
por titulagdo com 4cido fosfotunguistico (P;05.24WO; .
.44H,0). Embora o calor liberado seja uma fun¢fo dos
dnions que interagiram e os nimeros de sitios anidnicos,
os resultados mostram uma excelente correlagdo dos dados
calorimétricos com a determinag¢fo do nitrogénio pelo mé-
todo de Kjeldahl. Uma concentragdo de proteina de 0,1 a
1,5% pode ser determinada com uma precisdo de 0,5%.

A atividade enzimdtica é normalmente determinada por
medidas espectrofotométricas onde se observa o processo:

substrato especifico > produto da reagdo

Freqiientemente o processo enzimdtico primdrio ocorre
junto com outros processos enzimdticos ou ndo enzimdticos
de maneira a se obter a mudanga espectral necessiria. Ndo
¢ freqiiente o uso de outras técnicas, por exemplo titula¢do
potenciométrica, para se estudar um processo catalisado
enzimaticamente. Para muitos dos compostos de interesse
em bioquimica e em varios ramos da biologia aplicada s
reagOes enzimdticas especificas podem ser planejadas.

Enzimas imobilizadas dentro de microcalorimetros de
fluxo sfo também usadas para a determinagdo de substra-
tos®?. A microcalorimetria de fluxo mostra-se também util
no estudo da hidrélise da uréia pela urease®3, sendo possi-
vel de se determinar uma rela¢do linear entre a atividade
enzimatica e a resposta do instrumento no intervalo de con-
centragdo de 0,25 — 2,0 mg/ml de urease. Este método foi
usado para a determinagdo de uréia em urina.

Pouquissimas reagSes enzimdticas foram investigadas
com o detalhe necessdrio para permitir uma avaliacdo dos
parametros termodinamicos da reagdo.

A determinagdo de 4cido Grico no soro utilizando um mi-
crocalorimetro foi cuidadosamente desenvolvido por
Rehak et al,**. A estequiometria da rea¢do enzimatica é
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Acido trico(aq) + 1/2 O, + H,0 uricase alantoina(aq) +
+H,CO; +H,0,

AH = 199 kI mol"!. A concentragdfo normal de 4cido dri-
co no soro é de 20 a 60 mg/l, e para uma amostra que con-
tenha 40 mg/l (236 uM), o calor produzido serd de 4,73 x
x 1073 joules. A reagdo foi amplificada colocando catalase
que regenera oxigénio pela conversdo catalitica do per6xido
de hidrogénio ripida e quantitativamente e com uma grande
variacdo de entalpia, elevando a produgdo de calor para
—149,6 kJ mol™" 35,

A determinagdo do colesterol pela oxida¢do deste foi fei-
ta por McGuinness et al,3®. A reagfo estudada é:

colesterol
Colesterol + 03 ———» colestenona + H,0,

oxidase

A medida do calor foi feita num microcalorimetro do
tipo condugdo de calor e a entalpia da reagdo determinada
foi de AH = —112 + 7kJ mol™ . A Tabela 2 mostra algu-
mas reagOes enzimdticas estudadas calorimetricamente.

AVALIACAO DA ATIVIDADE DE ANTIBIOTICOS,
ATIVIDADE BIOLOGICA, RESPOSTA BIOLOGICA.

O uso de microorganismos como o ‘“‘reagente’ para tes-
tar inibidores tais como antibioticos foi sugerido por
Prat*? que mostrou que a resposta biolégica da estreptomi-
cina podia ser mostrada e monitorada pela redu¢do do calor
produzido (dq/dt vs tempo) no crescimento de uma cultura
de Escherichia coki.

Beezer et al,!»?***** desenvolveram um procedimento
calorimétrico para o teste de uma ampla variedade de anti-
bidticos e compostos antimic6ticos os quais podem ser tes-
tados num tempo muito menor (1 h) do que usando o mé¢-
todo classico de difusdo em placa de agar-agar (16 h). A re-



Tabela 2. Algumas reagGes enzimaticas estudadas por

microcalorimetria.
. Tipo de a .
Enzimas microcalorimetro Referéncias

Acetilcolinesterase Batelada 37
Aldolase Batelada 38
Fosfatase alcalina Fluxo 39
ATPase Fluxo 39
Glicos.e oxidase + Fluxo 29
peroxidase
Colinesterase + injbidores Fluxo 40
Hexoquinase + ATP Fluxo 30
Urease Fluxo 33
Glicose oxidase (inibida

41
pot Ag e PH2* ) Batelada
Acido Latico Fluxo 39

dehidrogenase

produtibilidade da técnica microcalorimétrica ¢ de *+ 3%
comparada com + 5 a 10% para o método de placa. Este
método é de ficil operagdo e também permite a combina-
¢do de antibioticos para determinar o efeito de “potencia-
¢d0”. Em adigdo as consideragdes analiticas, a forma dos
termogramas também indica diferengas no modo de agfo
dos antibi6ticos.

Boling et al,*® estudaram as curvas p-t de crescimento
de microorganismos para um grande nimero de diferentes
membros da familia Enterobacteriace e verificou que todos
os termogramas eram suficientemente diferentes para servir
como uma identificagio do tipo “‘impressdo digital”. O
instrumento usado por este grupo de pesquisadores foi um
calorimetro do tipo batelada “batch”, um modelo experi-
mental do laboratério de instrumentagdo, Lexington,
Massachusetts.

Foi demonstrado recentemente’ que métodos calorimé-
tricos podem ser usados para a identificagdo de bactérias
por meio dos complexos mas reprodutiveis termogramas
ou curvas p-t obtidos. E portanto possivel que a técnica
da “impressdo digital” sugerida por Boling et al,*® possa
se desenvolver num futuro préximo numa poderosa técnica,
numa drea como bacterologia clinica.

Recentemente a microcalorimetria de fluxo foi usada
por Beezer et al,*® para determinar a resposta biol6gica,
RB, de m-alcoxifenois e p-hidroxibenzoatos com Escheri-
chia coli. Os dados da resposta biologica sfo muito impor-
tantes nos estudos de QSAR, “relagdo de atividade - estru-
tura” usada na pesquisa farmacgutica onde a estrutura do
composto estd relacionada com a RB e com a solubilidade
na biofase. Andlise destes dados permitiram a identificagdo
da contribui¢do da “estrutura pai” (a molécula menos os
grupos n-CH, presentes na cadeia lateral) e os grupos
lipofilicos CH,.

AVALIACAO DA ATIVIDADE MICROBIANA

O uso de métodos microcalorimétricos para se ter uma
avaliaggo da atividade microbiana estd no momento sendo

explorado em vérias 4reas. Deve ser dito que o problema ¢
complexo, mas que Os microcalorimetros sfo uma ferra-
menta geral (nfo especifica) e que pode ser desenvolvida
em diversas dreas praticas como ecologia, agricultura, bio-
tecnologia e microbiologia clinica. Mortensen et al,*’
publicaram um estudo microcalorimétrico da atividade
microbiana em solo e como isto € afetado por diferentes
tratamentos da amostra do solo. O resultado deste experi-
mento mostrou que a adigdo de uma mistura de sais;
NaNO,, MgS0, . 7H,0 e K,HPO,, nio afeta significante-
mente a produgdo de calor, enquanto que no caso da adigdo
de celulose, o efeito térmico aumenta apés um periodo
de incubagdo de 10 dias. Com a combinag¢do da mistura de
sais e celulose o efeito térmico aumenta consideravelmente
ap6s um perfodo de 3 dias. Deve ser enfatizado que estes
dados refletem além da composigdo dos fertilizantes utiliza-
dos, a resposta dos microorganismos contidos na amostra
do solo. Experimentos deste tipo estdo sendo desenvolvidos
para serem aplicados na agricultura, na pesquisa da polui-
¢d0 e para testes de rotina no estudo da poluigdo.

A avaliagdo de bactérias em leite estocado foi feita por
Cliffe et al,*® usando um microcalorimetro de fluxo LKB.
Estes pesquisadores encontraram uma boa correlagio entre
a medida do efeito térmico, a contagem vidvel e o tempo
necessdrio para a redugio do azul de metileno. Beezer
et al,*’ fizeram a determinagdo de bactérias em urina usan-
do um microcalorimetro de fluxo.

MONITORACAO DO PROCESSO DE CRESCIMENTO DE
MICROORGANISMOS E PROCESSOS FERMENTATIVOS

Microcalorimetria de fluxo é uma técnica fundamental
para monitorar o processo de crescimento de microorganis-
mos e pode ser usada em sistemas aer6bicos e anaer6bicos,
pois o calor produzido por todos os eventos metab6licos
que ocorrem num meio de cultura, pode ser registrado sem
perturbar o processo e desta maneira, a curva p-t € o regis-
tro ou monitoragdo “in situ”. Nestes experimentos usa-se
uma cela de reagdo de fluxo continuo e a suspensdo aerada
é bombeada por meio de uma bomba peristltica para a
cela de reagfo. O microcalorimetro usado € o do tipo des-
crito em?3 Virios exemplos deste tipo de pesquisa estdo
contidos em’ .

Experimentos de crescimento com Escherichia coli em
condigBes aerdbicas foram feitos por Wadso ef al,*° e os
termogramas obtidos representam um registro muito mais
detalhado do processo de crescimento, do que os obtidos
por turbidimetria.

Monk®! estudou as curvas de crescimento de trés varie-
dades de Streptococci e para Escherichia coli aerébica e
anaer6bicamente. Os termogramas foram obtidos usando
um microcalorimetro do tipo descrito em?? e cela de passa-
gem de fluxo “flow through”. As condi¢Ges aerdbicas na
cela de reagio do microcalorimetro foram mantidas recircu-
lando a suspensio de células, até o vaso de crescimento
aerado. Anaerobiose foi obtida interrompendo o fluxo
quando a cela de fluxo estava cheia com a suspensdo de
células. A construgdo da cela de fluxo é impermedvel ao
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Figura 2 — Curva p-t do crescimento anaerébico de Sacharomyces
cerevisige em solugdo de D (+) glicose.

oxigénio e os microorganismos criaram rapidamente condi-
¢Oes anaer6bicas.

Em trabalho recente, Volpe’? monitorou sistematica-
mente o crescimento de Sacharomyces cerevisiae em condi-
¢Oes anaer6bicas (atmosfera de N,) em solugSes de virios
aglcares (sacarose, glicose, frutose, manose, maltose, galac-
tose, ribose, etc.) e combinagdes destes agucares, utilizando
um microcalorimetro multicanal LKB — Monitor Biol6gi-
co’. Este trabalho foi desenvolvido para monitorar o cres-
cimento e tempo de exaustio dos diferentes aglicares,
assim como uma primeira tentativa de se usar a microcalori-
metria de fluxo no estudo da seletividade de microorganis-
mos em contato com combinagSes de diferentes agiicares.
As figuras 2 e 3 mostram algumas das curvas de crescimento
anaer6bico da Sacharomyces cerevisiae. Neste trabalho foi
também, paralelamente 3 produgio de calor, monitorado a
formagdo de 4lcool por cromatografia gasosa.

BIOTERMODINAMICA

Em geral é muito dificil interpretar os valores das pro-
priedades termodindmicas obtidas para um sistema bioqui-

mico. Entretanto, uma aproximagdo itil para o melhor
entendimento dos dados biotermodindmicos é estudar
modelos bioquimicos simples. Uma drea importante no,
estudo de modelos é a que trata das interagSes entre dgua
e outros solventes e solutos, incluindo as propriedades de
transferéncia de compostos e grupos entre diferentes meios.
Tais processos de transferéncia contribuem substancialmen-
te para a termodindmica de muitos processos bioquimicos.

Estudos calorimétricos de compostos modelos foram
feitos por Suurkuusk®?. Neste estudo a medida precisa da
capacidade calorifica foram obtidas para lisozima, quimo-
tripsinogénio e ovoalbumina no estado sélido e em solugdes
aquosas diluidas, utilizando um microcalorimetro LKB%*.
Os resultados das medidas mostraram que ACp da solugdo
de proteina é muito grande isto é, para a transferéncia do
estado sélido seco para a solugdo aquosa. Para as trés pro-
teinas estudadas ACp foi 0,35 J/K .g de proteina. Foi feita
uma consideragdo para compreender o valor alto de ACp
em termos da solvatagfo dos virios grupos na estrutura da
proteina, usando dados de compostos modelos. A partir dos
dados de Cp° para compostos modelos foi feita uma estima-
tiva do Cp° total da proteina considerando a aditividade
dos grupos componentes da proteina ou seja:

Cp° = Cp (cadeia peptidica) + Cp; (grupos polares)
+ Cp; (grupos ndo polares) + ACp° (ionizagdo)

A timina (5-Metil-2 4-dioxipirimidina), uma das princi-
pais bases pirimidicas do DNA foi estudada calorimetrica-
mente, com o objetivo de se obter mais informagBes sobre
as interagOes entre a dgua e DNASS.

Os calores de solugZo de timina em é4gua e etanol foram
determinados em vdrias temperaturas e os dados foram
combinados com os dados de solubilidade, para se obter as
propriedades termodindmicas bdsicas de transferéncia entre
dgua e dlcool. O valor de ACp para a transferéncia foi muito
pequeno de onde se concluiu que a interagfo hidrofébica
nfo desempenha um papel importante na estabilidade dos
dcidos nucléicos. Embora ACp =~ 0 a capacidade calorifica
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Figura 3 — Curva p-t do crescimento anaerdbico de Sacharomyces cerevisige em solugdo de D - galactose.
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Tabela 3. Valores de AHyyg (kJ mol™*) para a transferéncia de solutos da 4gua para células, 1-octanol; heptano e propileno

carbonato.

Soluto Células

1-octanol?

hepta.nob Propileno carbonatoP

022
—1,1

—-202
—4.06 -
-5,14 -

m-metoxifenol
m-etoxifenol
m-propoxifenol
m-butoxifenol
m-pentoxifenol

—8,03+0,19
—6,95+0,15
—-6,9610,14

20,9+ 0,6
19309
16,005
13,9+0,5
12004

232403
23404
239+04
23404
232+03

2 Dados da referéncia (58). b Dados da referéncia (4).

da solugio em cada solvente foi grande. Isto sugeriu que
esta capacidade calorifica alta deve estar associada as pontes
de hidrogénio entre soluto e solvente, que dependem da
temperatura.

Sistemas proteinas-surfatantes podem por exemplo, ser-
vir como modelo para se estudar intera¢Ses das proternas
da membrana com lipfdios. Uma molécula de proteina pode
se ligar a um nimero muito grande de moléculas de surfa-
tantes. Usando um microcalorimetro Beckman com cela de
reagdo tipo batelada, Jones ef al,’® estudaram a interagdo
de SDS (dodecil sulfato de s6dio) 3 RNAse. Juntamente
com as medidas calorimétricas foi determinado por didlise
o nimero de moléculas v de SDS ligadas por mol de protei-
na, numa ampla faixa de concentragfo de surfatante, onde
v é o valor médio do nimero de moles do ligante SDS por
mol de proteina:

[SDSITOTAL — [SDS]LIVRE
[RNAse]

vV =

Os termogramas deste trabalho sugerem claramente que
a interagdo do SDS com RNAse envolve dois processos. Em
valores baixos de v ocorre um processo exotérmico de inte-
ragio rdpida. Em valores intermediarios de v o processo de
interagdo exotérmico inicial é seguido por um processo
endotérmico mais lento, o qual pode ser atribuido ao
desembaracamento da cadeia. Em valores altos de vambos
os processos de desembaragamento e interagdo ocorrem
mais rapidamente de maneira que o processo endotérmico
fica encoberto no processo exotérmico registrado. Os ter-
mogramas ou curvas p-t ndo refletem diretamente a veloci-
dade do processo, que estd ocorrendo por causa da cons-
tante de tempo finita do calorimetro.

Recentemente, Beezer et al,® estudaram calorimétrica-
mente o processo de transferéncia de fase de compostos
bactericidas da fase aquosa para as células de microorganis-
mos. A entalpia de interagfo de uma série de m-alcoxifenodis
com Escherichia coli suspensa numa solugfo isotdnica foi
medida e os dados estdo contidos na Tabela 3. Estes dados
foram obtidos de curvas p-t como a representada na figura
4 e em todos os termogramas ocorre um processo endotér-
mico rdpido, representando a transferéncia do soluto da
solugdo aquosa para as células (AHyyg) e em seguida um
processo exotérmico lento que € a consequéncia biologica
do proprio processo de transferéncia. Os valores obtidos

odicdo

N

endotermico —e

P/ W

\/‘—"_/’Tl_min

o exolermico

Figura 4 — Curva p-t representativa para a adi¢do do soluto liquido
puro na suspensdo de Escherichia coli.

foram comparados com os valores de AHtrg encontrados
para a transferéncia em solventes modelos n-octanol,
n-heptano e propileno carbonato que sfo amplamente
usados para mimificar a fase lipidica. O estudo calorimé-
trico sistemdtico da transferéncia de fase de uma série
homologa de dlcoois da fase aquosa para a fase micelar’”,
assim como para células de microorganismos, tem fornecido
importantes informagGes sobre o efeito hidrofébico e con-
tribuido para o critério de escolha de solventes modelos.

CONCLUSOES

O uso de microcalorimetros em experimentos ‘ndo
termodindmicos™, em bioquimica e biologia é ainda pouco
explorado, mas a calorimetria, em adi¢fo 3 sua importincia
no trabalho termodindmico, tem se firmado recentemente,
como uma técnica analitica muito promissora, com suas
mais interessantes aplicagSes em sistemas de natureza bio-
l6gica.

Nestes ultimos anos tem havido um nimero crescente
de grupos de pesquisa, que iniciaram investigagGes calorimé-
tricas em organismos vivos, tais como bactérias, fungos,
algas e células do sangue humano. Entretanto nota-se que
nestes estudos a énfase é o uso de calorimetros como ferra-
mentas analiticas.
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Num senso estritamente analitico, provavelmente o
maior potencial de uso das técnicas microcalorimétricas
estd na drea de quimica clinica; entretanto, percebe-se que
0 uso nesta drea ird aumentar quando aparecerem microca-
lorimetros automdticos de operag¢do simples e de tempo de
reciclagem mais rdpido. De fato, um paralelo pode ser traga-
do entre o desenvolvimento da microcalorimetria biol6gica
de hoje e a espectrofotometria de cerca de 40 anos atrés.
A introdug¢do do espectrofotdmetro Cary-Beckman revolu-
cionou a medida da absor¢do da luz e se tornou uma das
melhores técnicas para a identificagdo e determina¢do da
quantidade de compostos biologicamente importantes. Este
estdgio ndo foi atingido da noite para o dia e foi o resultado
do trabalho de muitos laboratérios, que fizeram muitas and-
lises e desenvolveram os procedimentos para determinar
as quantidades.

Por analogia, espera-se que no futuro, a microcalorime-
tria se torne quase de uso rotineiro em muitas e variadas
aplicagGes analiticas.
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ABSTRACT

Corresponding chromatographic terms in English and
Portuguese are presented, along with various definitions
and explanations, to help normalize the words and
expressions used in the Portuguese chromatographic
literature.

RESUMO

Termos cromatogrificos em inglés e portugués, bem
como vérias defini¢Ges e esclarecimentos, sdo apresentados
para facilitar a normalizagdo de um vocabulario a ser usado
na literatura cromatografica na lingua portuguesa.

1. INTRODUCAO

A histéria da normalizagdo de termos técnicos da Quimi-
ca em portugués est4 pontuada de perfeccionismos lingUisti-
cos e anglicismos desnecessarios.

Essa dicotomia tem impedido a aceitagdo de nomencla-
turas unificadas para os diversos setores dessa Ciéncia.

A presente proposta, na drea de Cromatografia, procu-
rou usar grandes doses de bom senso de modo a conciliar
as duas correntes antagdnicas numa nomenclatura de com-
promisso. Compromisso com a lingua portuguesa em sua
construgdo béisica e compromisso com uma linguagem
sucinta, quase telegrédfica, tirada de tradugdes literais do
inglés. Justifica-se esse segundo compromisso pela neces-
sidade de uma linguagem direta e simples para a comunica-
¢do cientifica, sendo que, na maioria dos casos, os termos
cientificos s tem significado ap6s acurada definigdo.

Como se despreendera adiante, no hd lugar para preocu-
pa¢des desmesuradas com o significado coloquial de pala-
vras, numa drea de atuagdo que se abriga sob o tftulo
“Cromatografia”, que como se sabe ndo é a “escrita em
cores” (para uma apreciagdo historica veja Morhy' e
Cremer?). Quem, lendo essa palavra, poderia imaginar
0 processo a que se refere? Apenas uma rigorosa defini¢do
cientifica permite que se compreenda a sua amplitude e
significado.

Sejamos, pois, benevolentes com termos dela derivados,
os quais, igualmente bem definidos, possam ser emprega-

QUIMICA NOVA 11(4) (1988) 443





