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Resumo Pretende-se com este trabalho ilustrar
a importancia do conhecimento aprofundado da es-
trutura e comportamento dos polimeros biolégicos,
evidenciando a versatilidade da analise calorimétrica
na caracterizagdo dessas macromoléculas e das suas

possiveis interacgdes. Numa primeira parte efectua-
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-se uma breve visita a alguns dos fundamentos das
técnicas calorimétricas com aplicabilidade nesta éarea,
enquanto que na segunda parte se apresentam alguns
exemplos da aplicabilidade e versatilidade das téc-
nicas calorimétricas na andlise de macromoléculas
biolégicas.

Introdugao

O conhecimento aprofundado da es-
trutura das macromoléculas biologicas,
quer sejam proteinas, acidos nucleicos,
polissacarideos, membranas biolégicas,
etc., permite esclarecer as suas fungbes
enquanto compostos intervenientes no
processo metabdlico dos seres vivos.

Este conhecimento reveste-se actual-
mente de particular relevancia em virtu-
de de poder ser utilizado na concepgao
de novas aplicagdes biomédicas (farma-
cos e/ou dispositivos médicos), assim
como na obtenc¢do de moléculas modi-
ficadas com propriedades melhoradas
para aplicagao a nivel industrial.

Os polimeros biolégicos apresentam-
-se bastante mais complexos do que as
moléculas organicas comuns. Esta com-
plexidade advém do elevado nimero de
atomos presentes numa macromolécula
biolégica e da possibilidade de rotagéo
relativamente livre em torno das muitas
ligacBes covalentes da macromolécula.
Assim, as reduzidas barreiras energé-
ticas rotacionais proporcionam a este
tipo de moléculas flexibilidade e elevada

complexidade conformacional e, conse-
quentemente, o numero de estruturas
tri-dimensionais teoricamente possiveis
que uma macromolécula pode apresen-
tar é enorme. N&o obstante, cada poli-
mero biolégico adopta uma conforma-
¢ao tri-dimensional distinta, a que lhe é
mais favoravel em termos energéticos,
designada por conformagao nativa.

Por outro lado, a nivel biolégico, as
possiveis interacgbes entre diferentes
macromoléculas com elevada especi-
ficidade, por exemplo proteina-ADN,
hormona-receptor, anticorpo-antigene,
etc., ilustram bem a complexidade e di-
versidade dos mecanismos envolvidos
no reconhecimento molecular. A impor-
tancia de tais interacgdes nos processos
biolégicos é indiscutivel, revestindo-se
de grande interesse a determinagdo da
natureza das forcas intervenientes em
cada uma delas.

Atendendo ao exposto, facilmente se
depreende que a compreensdo das
macromoléculas biologicas e das suas
interac¢bes passa ndo s6 pelo conhe-
cimento da sua estrutura, mas também
pelo conhecimento das componentes

energéticas associadas a estas interac-
¢Oes. No entanto, nem sempre 0s meios
técnicos disponiveis proporcionaram
este tipo de abordagem.

Nos ultimos anos a inovagao tecnologica
tem possibilitado o desenvolvimento de
novos métodos de andlise. Destes novos
métodos, destacam-se em lugar cimeiro
0s métodos calorimétricos, de eleva-
da sensibilidade, capazes de fornecer
informacdo directa acerca da energia
envolvida nos processos anteriormente
mencionados. A esses processos en-
contra-se associada a libertacdo e/ou
absorcéo de energia calorifica, podendo
assim ser representadas em termos de
variagdes térmicas.

Estes métodos calorimétricos, junta-
mente com toda uma vasta gama de
técnicas analiticas que permitem medir
alteracdes das propriedades quimicas
e/ou fisicas de uma amostra em fun-
¢ao da temperatura, constituem aquilo
a que se designa de um modo generali-
zado por Analise Térmica.
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Anilise Térmica

O termo Anélise Térmica (Thermal Analy-
sis, TA) é, tal como ja foi mencionado,
frequentemente utilizado para descre-
ver técnicas analiticas que investigam o
comportamento de amostras em funcao
da temperatura. Com efeito, quando
submetida a uma variagdo de tempera-
tura, uma dada substancia pode sofrer
alteracbes fisicas e/ou quimicas, reagir
com os componentes do meio ambiente,
perder agua de cristalizacdo, etc., sendo
que muitas dessas transformacdes sao
acompanhadas pela perda ou absorcao
de energia calorffica.

A Confederagdo Internacional de Anali-
se Térmica e Calorimetria (ICTAC) defi-
ne analise térmica como um grupo de
técnicas analiticas nas quais uma pro-
priedade da amostra é monitorada em
funcdo da temperatura ou do tempo,
enquanto a amostra é sujeita a um va-
riacdo programada de temperatura em
atmosfera especifica. Acrescenta ainda
que essa variagao pode envolver aque-
cimento ou arrefecimento, a velocidade
fixa ou variavel, manutengéo da amostra
a temperatura constante, ou qualquer
sequéncia destas trés possibilidades.
Resumindo, a andlise térmica engloba
um grupo de técnicas que permitem es-
tudar as propriedades fisicas de uma
substancia e/ou a sua reactividade em
funcéo da temperatura.

As técnicas mais comuns s&o:

DSC - Differencial Scanning Calorimetry
ou Calorimetria Diferencial de Varrimen-
to. Mede a energia calorifica absorvida
ou libertada durante o aquecimento ou
arrefecimento de uma substancia, em
relacdo a uma amostra de referéncia.

DTA — Differential Thermal Analysis ou
Andlise Térmica Diferencial. Mede a
variagdo de temperatura decorrente de
reacgbes e/ou transformacoes fisicas
durante o aquecimento ou arrefecimen-
to da amostra em estudo, em relagao a
uma amostra de referéncia.

TG — Thermogravimetric Analysis ou
Termogravemetria. Mede a variacdo de
massa durante o aquecimento ou arre-
fecimento da amostra.

TMA — Thermomechanical Analysis ou
Andlise Termomecanica. Mede a varia-
¢ao dimensional durante o aquecimen-
to ou arrefecimento da substancia em
estudo.

DMA — Dynamic Mechanical Analysis
ou Andlise Mecanica Dinamica. Mede
a resposta mecanica sob uma tensao
periddica (frequéncia) durante o
aquecimento ou arrefecimento.

Apesar de nem sempre ser amplamente
divulgada, convém ainda fazer referén-
cia a uma outra técnica: a ITC — /sother-
mal Titration Calorimetry ou Calorimetria
Isotérmica de Titulagéo. Esta técnica
mede directamente a energia calorifica
libertada ou absorvida numa reaccéo, a
qual é registada em fungéo do tempo ou
do reagente titulante.

Dada a grande versatilidade das técni-
cas anteriormente mencionadas, estas
podem ser utilizadas para caracterizar
uma vasta gama de materiais para além
de polimeros biolégicos, nomeadamente
outras classes comuns de materiais or-
ganicos e inorganicos, como ceramicas,
vidros, metais e ligas, fibras, plasticos,
compoésitos, etc. Consequentemente as
areas de aplicagdo estendem-se desde
o dominio cientifico ao industrial, onde
adquire particular importancia nas In-
dustrias Farmacéutica e da Cosmética,
Alimentar, dos Polimeros, seja na fase
de investigacdo e desenvolvimento de
um processo ou produto, seja na fase
de controlo de qualidade de matérias
primas e produtos. Esta grande aplica-
bilidade advém nado s¢ da capacidade
destas técnicas em caracterizar quan-
titativa e qualitativamente uma enorme
variedade de materiais, como também
pelo facto de o poderem fazer num in-
tervalo alargado de temperaturas.

Estas caracteristicas acabam por se
traduzir por um conjunto de vantagens
laboratoriais relativamente a outros mé-
todos analiticos, das quais se pode sa-
lientar [11:

i) A amostra pode ser estudada
num intervalo consideravel de
temperaturas utilizando programas
de aquecimento/arrefecimento
variados;

ii) Praticamente qualquer estado fisico
da amostra (sélido, liquido, em
solugédo, ou gel) pode ser estudado;

iii) Apenas é necessaria uma pequena
quantidade de amostra (0.1 pg-10
mg);

iv) A atmosfera envolvente da amostra
pode ser seleccionada em fungéo da
andlise pretendida;

v) O tempo requerido para completar
um ensaio pode variar de apenas
alguns minutos até algumas horas.

Paralelamente a estas vantagens, trata-
-se ainda de um equipamento de facil
operagdo que possibilita uma elevada
eficiéncia e produtividade. De facto, uma
vez preparado e programado 0 ensaio,
todas as funcdes, incluindo variagbes
da temperatura e de atmosfera, sdo exe-
cutadas automaticamente. Esta “inde-
pendéncia” da técnica relativamente ao
operador é resultante da configuracdo
do proprio equipamento.

De um modo geral um equipamento de
TA inclui um sensor da propriedade fi-
sica, um forno de atmosfera controlada
e um programador, a maioria das vezes
constituido por um computador. O pro-
gramador constitui 0 médulo de registo
e processamento de dados para além
de controlar a evolugdo dos ensaios
(intervalos de temperatura, velocidade
de aquecimento/arrefecimento, fluxo de
gas de purga, etc.).

Actualmente é comum encontrar ape-
nas um programador a funcionar com
diferentes modulos de andlise térmica.
Na Figura 1 representa-se de modo
esquematico uma possivel combinacdo
desta instrumentacao.

Anilise Calorimétrica

Calorimetria diferencial de varrimento
(DSC)

A calorimetria diferencial de varrimento
€ uma técnica de analise térmica que
regista o fluxo de energia calorifica as-
sociado a transi¢cbes nos materiais em
funcdo da temperatura. £ um método
de variacéo entélpica, no qual a diferen-
¢a no fornecimento de energia calorifi-
ca entre uma substancia e um material
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Figura 1 Representacdo esquemdtica de instrumentagdo TG-DSC.

de referéncia é medida em fungdo da
temperatura, enquanto a substancia em
estudo e a referéncia sdo submetidas a
um mesmo programa de aquecimento,
ou arrefecimento, rigorosamente contro-
lado.

Estas medidas fornecem dados qualita-
tivos e quantitativos em processos endo-
térmicos (absorcdo de energia calorifica)
e exotérmicos (libertacdo de energia ca-
lorifica), permitindo obter informacdes
referentes a alteragcdes de propriedades
fisicas e/ou quimicas como, por exem-
plo [2, 31

e Temperaturas caracteristicas (tempe-
ratura de fuséo, cristalizagéo, transi-
céo vitrea).

e Grau de cristalinidade de um polime-
ro.

e Diagramas de fase.

¢ Entalpias de transicdo de fase e de
reaccéo.

e Estabilidade térmica e oxidativa.
¢ Grau de pureza.
e Cinética de reaccdes.

Por este motivo, tal como a maioria das
restantes técnicas de analise térmica, a
técnica de DSC é amplamente aplicada
na caracterizacdo de materiais organi-
cos e inorganicos, cristalinos e amorfos,
assim como nas industrias ja anterior-
mente referidas.

Exotérmico

Fluxo de calor (0H/d7), mJ.s!

Endotérmico

Temperatura (1), K

Figura 2 Curva genérica de DSC para um composto polimérico. oH/ot corresponde ao fluxo de

energia calorifica (adaptado de [3]).

QuUiMICA

Como limitacdes desta técnica refira-se
a dificuldade de interpretacado (acontece
alguma reaccdo, mas qual?), requeren-
do normalmente outros métodos com-
plementares para a interpretagdo dos
resultados. Para além disso necessita de
calibragéo em toda a gama de tempera-
tura. Dai o seu acoplamento com outras
técnicas analiticas, como a espectrome-
tria de massa, a espectrometria de infra-
vermelhos de transformadas de Fourier,
e a cromatografia de fase gasosa, entre
outras, para além das combinagdes com
outras técnicas de analise térmica, como
a termogravimetria.

A Figura 2 representa uma curva tipica
de DSC de uma amostra polimérica.

[an
Em ordenadas representa-se ?J!
que corresponde ao fluxo de energia
calorifica (variagéo da entalpia por uni-
dade de tempo) a pressédo constante.
Dado que a grande maioria dos proces-
sos estudados em fases condensadas se
processa a pressdo constante, e para fa-
cilidade de escrita, deixaremos no texto
de introduzir o indice; dT/ct é a taxa de
variacdo da temperatura durante o var-
rimento e (6H/ot)/(8T/ét), ou seja oH/OT,
corresponde a capacidade calorifica a
pressdo constante da amostra, Cp.

A interpretacdo dos dados contidos
nesta curva leva a identificacdo de di-
ferentes regides da mesma. Assim, o
pico BCD representa um pico exotérmi-
co, situagdo em que a temperatura da
amostra aumenta relativamente a tem-
peratura do material de referéncia. Esta
associado a um decréscimo da entalpia
de uma fase ou de um sistema quimi-
co. Cristalizacdo, reacgbes de oxidacdo
ou algumas reacgbes de decomposicdo
estdo associadas a uma libertagéo de
energia calorifica e produzem este gé-
nero de picos.

O segmento EFG, ilustra um pico en-
dotérmico que pode corresponder a
transicdes de fase, reacgdes de redugao
ou algumas reacgdes de decomposigao,
correspondendo a uma absorcdo de
energia calorifica. Neste caso em parti-
cular representa a temperatura de fusdo
do material polimérico.

O ponto A, que é acompanhado por um
pequeno deslocamento relativamente a
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DSC

Revestimento
em prata

Entrada do gas de purga

Capsula amostra

Diseo de conslantan

Jungdio do termaopar

Liga de alumel

Bloco de aquecimento

Ciimara de amostragem

Tampa

Capsula
referéneia

Disco de
cromel

Liga de alumel

Liga de cromel

Figura 3 Representagdo esquemdtica da secgdo transversal de um equipamento de DSC da DuPont (adaptado de [3]).

linha de base, corresponde a tempe-
ratura de transi¢é@o vitrea de um poli-
mero. Surge sempre acompanhada de
uma variacdo da capacidade calorifica
da amostra.

A variacdo total de entalpia atribuida
a determinado pico, é calculada com
base na sua area (formada por exemplo,
pelos segmentos BC, CD e DB, no caso
do pico exotérmico da Figura 2).

Principios operacionais

Todos os calorimetros DSC tém em
comum varias caracteristicas. A mais
importante, e motivo pelo qual sdo de-
signados por calorimetros diferenciais
de varrimento, é que as medi¢cOes tér-
micas séo feitas de modo diferencial e
continuo entre duas células.

De acordo com os principios operacio-
nais, os calorimetros diferenciais de var-
rimento podem ser divididos em dois
tipos: de compensacdo de poténcia e de
fluxo de energia calorifica [4].

Nos DSC do tipo fluxo de energia calo-
rifica a diferenga de temperatura entre
a amostra e a referéncia é medida em
funcdo da temperatura ou do tempo,
sob condigbes de temperatura contro-
lada, sendo a diferenca de temperatu-
ra proporcional a variagéo do fluxo de
energia calorifica (6H/ot). A estrutura
de um sistema deste tipo encontra-se

representada na Figura 3, para um calo-
rimetro da DuPont.

Existe um conjunto de termopares que
se encontram ligados sob cada uma das
plataformas onde se colocam a amostra
e a referéncia sendo, no caso particular
do equipamento da DuPont, constitui-
dos por ligas de cromel e alumel. Um
segundo conjunto de termopares mede
a temperatura do bloco de aquecimen-
to, no referido caso formados pela jun-
¢ado do disco de constantan de conduti-
bilidade térmica elevada e de um disco
de cromel que cobre a parte inferior de
cada uma das plataformas. O facto de a
temperatura do bloco de aguecimento
ser controlada por um sistema de termo-
pares independentes localizados no proé-
prio bloco, permite programar a veloci-
dade de aquecimento de forma variada,
tornando também possivel a realizagao
de ensaios isotérmicos.

Quando o bloco de aquecimento é aque-
cido, ou arrefecido, a uma velocidade
programada, as temperaturas da amos-
tra e da referéncia aumentam, ou di-
minuem, uniformemente. Durante uma
transformagao (transicéo de fase, reac-
cdo, fusao, etc.) a amostra liberta ou
absorve energia calorifica 0 que provoca
alteragdes do fluxo de energia calorifica
através do disco e, consequentemente,
variagdes na diferenga de temperatura
entre a amostra e a referéncia permitin-

do a estimativa da entalpia associada a
essa transformacao [1-3].

Nos calorimetros diferenciais de varri-
mento do tipo compensagéo de potén-
cia, o principio operacional é diferente
do anteriormente apresentado. As cé-
lulas ou plataformas onde se colocam
a amostra e a referéncia encontram-se
equipadas individualmente com um sen-
sor de resisténcia, que mede a tempera-
tura de cada uma, e uma resisténcia de
aquecimento. Quando é detectada uma
diferenca de temperatura entre a amos-
tra e a referéncia devido a uma alteragcao
da amostra, é adicionada energia térmi-
ca (6H/ot) a uma das células de modo a
manter um diferencial de temperaturas
nulo entre ambas (Tamostra = Trer). Uma
vez que essa quantidade de energia é
exactamente equivalente a quantidade
de energia absorvida ou libertada na
transformacgéo ocorrida na amostra, o
seu registo fornece uma medida calori-
meétrica directa da energia associada a
transformacéo [1,4].

Como todos os instrumentos de medi-
da, os aparelhos de DSC apresentam
um certo tempo de resposta devido a
alguma resisténcia térmica, o que se
traduz pelo aparecimento de desvios da
linha de base. Para aumentar o rigor
das determinagdes o sinal calorimétrico
(SC) determinado pelo aparelho, e que
corresponde a oH/ét, é calibrado [4,5]
determinando-se uma constante de ca-
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libracdo K, tal que "‘=Q , sendo 0.,
o fluxo de energia calorifica realmente
dissipado na célulal. A constante K é
assim fungdo da temperatura, da atmos-
fera em torno das células e de quaisquer
resisténcias que conduzam a perdas de
energia calorffica.

A calibragdo para a entalpia pode ser
feita por efeito Joule através de uma
sonda de propriedades térmicas conhe-
cidas, como é o caso de calorimetros
DSC da SETARAM, ou, tanto para a ental-
pia como para a temperatura, com ma-
teriais de referéncia® (metais, cerami-
cas ou liquidos) com propriedades bem
definidas na regido de temperaturas
que se pretende trabalhar e utilizando
diferentes velocidades de aquecimento/
arrefecimento, visto que a temperatura
a que ocorre uma dada transformacao
esta dependente da velocidade de var-
rimento.

As temperaturas de fusdo de padrdes
como o indio, estanho, chumbo, etc.,
sdo utilizadas para calibrar a tempera-
tura indicada pelo equipamento, en-
quanto que a entalpia de fusdo destes
metais é utilizada na calibracdo do sinal
calorimétrico.

Em termos experimentais estas carac-
teristicas traduzem-se por alguns bene-
ficios préaticos. Por exemplo, além de
possibilitarem medidas de baixos valo-
res de variacdo de entalpia, possibilitam
ainda a utilizagdo de pequenas quan-
tidades de amostra (geralmente entre
5 e 20mg). Esta ultima particularidade
revela-se de grande utilidade visto que
muitas vezes 0s ensaios sao destrutivos.
O tempo de cada ensaio depende da ve-
locidade de aquecimento/arrefecimento
utilizada (geralmente 5 a 20°C/min) e
da gama de temperaturas a ensaiar, po-
dendo durar de alguns minutos a algu-
mas horas.

Calorimetria isotérmica de titulacao
(ITC)

A calorimetria isotérmica de titulagdo é
uma técnica analitica que, tal como as
técnicas de TA anteriormente referidas,

€ amplamente usada em areas de inves-
tigacdo muito diferentes (quimica e bio-
quimica, fisica e biofisica, biotecnologia,
biomedicina, farmacologia), assim como
nas industrias de cosméticos, alimenta-
¢ao, processos de controlo, etc.

Basicamente, a técnica de calorimetria
isotérmica de titulacdo permite a medi-
cdo directa da energia calorifica libertada
ou absorvida ao longo de uma reaccao,
em gue 0 que esta em jogo sdo inte-
racgdes inter- e intra-moleculares. Face
a esta explicacéo, facilmente se com-
preende a sua aplicagao a polimeros
biolbgicos, pois associacdes como pro-
teina-ligando, proteina-proteina e protei-
na-ADN/ARN sdo exemplos entre outros,
de indubitavel interesse. Nestes casos,
se o efeito térmico da interacgéo for su-
ficientemente grande, a estequiometria,
a entalpia de formagéo e a constante de
equilibrio de formacéo destes comple-
x0s, geralmente denominada de cons-
tante de unido do complexo, pode ser
determinada sem ambiguidade. Deste
modo, a energia de Gibbs de formagéo
do complexo pode ser calculada:

AG’=—-RTIK,, (1)

e consequentemente também a entro-
pia do processo [6]:

] o
T

AS[J:

Se este procedimento de titulacdo ca-
lorimétrica for repetido a diferentes
temperaturas sera possivel determinar
a variacdo da capacidade calorifica.
Este parametro reveste-se de particular
importancia pois permite, por exemplo,
estimar os efeitos da desidratagao de
grupos polares e apolares que acompa-
nham a formacdo do complexo.

O éxito desta técnica deve-se principal-
mente a um conjunto de varios factos
relevantes. A maioria das interacgdes
liberta ou absorve energia sob a forma
de energia calorifica. Esta energia calo-
rifica € medida directamente a presséo
constante, ou seja, pode afirmar-se que
a entalpia efectiva da reacg¢éo é medida

QuUiMICA

de forma directa. Por outro lado, existe
actualmente uma base metodolégica e
teérica bem estabelecida para anali-
sar dados experimentais, incluindo os
de sistemas relativamente complexos,
0 que proporciona a determinacédo da
estequiometria e dos parametros termo-
dindmicos da reaccdo em estudo. No
entanto, dada a inespecificidade intrin-
seca na deteccdo do efeito térmico, e a
consequente incapacidade da titulacdo
calorimétrica em detectar a interaccdo
que origina a energia calorifica, é neces-
sario recorrer a ajuda de outras técnicas
especificas para interpretar os valores
dos parametros termodinamicos em ter-
mos moleculares.

Principios operacionais

Adoptando como critério de classificacdo
o principio de funcionamento, os calori-
metros isotérmicos de titulagdo de ele-
vada sensibilidade utilizados em estudos
de interaccdo de biopolimeros, podem
ser englobados em duas categorias. Por
um lado aqueles que utilizam um bloco
de elevada capacidade calorifica, a tem-
peratura constante, e que se baseiam
na condugao de energia sob a forma de
energia calorifica através de sensores
que detectam o efeito térmico produzi-
do pela interacgao. Por outro, aqueles
que se podem chamar de adiabéticos
visto que funcionam por compensagao
do efeito térmico num compartimento
adiabatico.

O primeiro tipo de calorimetro ITC a que
se fez referéncia corresponde em geral
a configuracdo esquematizada na Figu-
ra 4. Pode observar-se uma configura-
cao diferencial com duas células, em
que uma actua como vaso de reaccao
e a outra como referéncia. Os efeitos
térmicos produzidos em cada uma das
células sao detectados pelos correspon-
dentes sensores ou termopares ligados
em oposicdo. Nos casos de maxima si-
metria utilizam-se seringas de injecgao
idénticas contendo um dos reagentes,
geralmente o ligando, L, que ira interac-
tuar com o biopolimero, B, dissolvido

1 Utiliza-se a notacdo matematica da derivada em ordem ao tempo da grandeza com o ponto superior.
2 De preferéncia certificados (MRC), onde se certifica, p.ex. a entalpia e temperatura de fusdo de metais puros.

33



34

QUIMICA

num tampdo T (0 mesmo no qual se
dissolve a macromolécula).

A agitacdo mantém-se durante o pro-
cesso de injeccdo, que ocorre simulta-
neamente em ambas as células. Uma
das células, a célula de reaccdo, contém
a solugdo do biopolimero, enquanto que
a outra, célula de referéncia, contém
apenas o tampao.

N&o obstante, alguns calorimetros deste
tipo ndo incluem a injecgdo nem a agi-
tacdo simultdnea de ambas as células.
Nestes casos torna-se necessario efec-
tuar um ensaio em branco para deter-
minar os efeitos térmicos associados
principalmente a agitagao.

O outro tipo de calorimetro menciona-
do e que se encontra representado na
Figura 5 é actualmente um dos equipa-
mentos mais difundidos na comunidade
cientifica especializada em estudos de
interaccdo em cinéticas enzimaticas e
em processos que conduzem ao enro-
lamento de proteinas, e em interaccdes
do tipo proteina-pequenos ligandos, en-
zima-inibidor, protefna-proteina, hormo-
na-receptor e ADN-proteina.

Como anteriormente referido, trata-se de
um calorimetro que funciona por com-
pensagdo do efeito térmico num com-
partimento adiabatico. Sendo um calori-
metro diferencial, faz um uso passivo da
célula de referéncia. Ambas as células
calorimétricas tém a forma de cilindros
planos (com elevada relagéo base/altura
do cilindro) sobre cujas faces externas
se estendem finas termolaminas.

Durante um ensaio uma pequena potén-
cia constante e com uma tenséo inferior
a um milivolt é dissipada na termolami-
na da célula de referéncia, activando-se
o sistema de compensagao que iguala
as temperaturas de ambas as células
e produz a linha de base experimental.
Um efeito exotérmico ou endotérmico
afasta temporariamente a poténcia de
compensacdo do valor estacionario, pro-
duzindo-se um pico caracteristico sobre
a linha de base de cuja integragédo se
extrai a energia calorifica implicado no
processo. As células encontram-se sus-
pensas somente através de largos tubos
de acesso no interior de um cilindro.

1T,

%

Célula de
referéncia

Seringas
de injecgé

Agitagio

sobre as —
agulhas de

injec;éo

onte de calor
Trome = Cte

Célula de
reacgHo

Figura 4 Esquema geral de um calorimetro isotérmico de titulagdo baseado no principio da
condugdo de energia sob a forma de energia calorifica através de sensores de baixa impeddncia
térmica. L, T e B representam respectivamente moléculas de ligando, de tampdo e de biopolimero

(adaptado de [6]).

Com o objectivo de proporcionar um
compartimento adiabatico para as cé-
lulas, a temperatura deste cilindro é
controlada de forma a manté-la téo
proxima da temperatura das células
quanto possivel. Para isso uma termo-
pilha mede continuamente a diferenga
de temperatura entre células e cilindro
e um sistema de controlo em circuito
fechado actua sobre uma termolamina
distribuida uniformemente sobre a su-
perficie do cilindro. Relativamente ao
controlo da temperatura, consegue-se
através da circulagao de agua a partir
de um banho termostético exterior. Para
acentuar o controlo adiabatico e elimi-
nar a condensagao de vapor de agua,
tanto mais importante quanto menor a
temperatura de trabalho, faz-se vacuo
no interior do cilindro.

O sistema de injeccéo-agitagdo é uma
das partes mais criticas do equipamento.
Do seu correcto funcionamento depen-

de a fiabilidade dos volumes de injeccdo
(de 2 a 5 pyL num ensaio padrdo), da
eficacia da homogenizagéo da mistura
reaccional e de um baixo nivel de ruido
compativel com a elevada sensibilidade
requerida para detectar os efeito tér-
micos, geralmente de apenas algumas
dezenas de microjoules. As seringas de
injeccdo sdo seringas de precisdo em
vidro providas com longas agulhas de
aco inoxidavel que tém no seu extremo
uma pequena palheta para agitagao.

Em ambos os tipos de calorimetros
isotérmicos de titulagdo, o sinal asso-
ciado ao efeito térmico transitério de
uma reacgado/interacgdo entre os dois
reagentes, sejam por exemplo ligando e
biopolimero, apresenta um pico com a
forma caracteristica da resposta de um
sistema de segunda ordem a um pulso
de poténcia de curta duragéo (Figura 6).
A energia calorifica associada obtém-se
através da area delimitada pelo pico e a
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linha de base interpolada entre o sinal
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estacionario antes e apds injeccdo.
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Actualmente, devido ao facto de poder

ser utilizado na concepgdo de aplica-
¢Oes biomédicas inovadoras e na ob-
Embolo da seringa tencdo de moléculas modificadas para
aplicagdo industrial, o conhecimento
da estrutura dos polimeros bioldgicos
reveste-se de particular importancia. A
Tubo para versatilidade das técnicas calorimétricas
Tubos de acesso Rroduzr-vacuo actuais, capazes de detectar infimas va-

as celulas= riacoes de energia calorffica associadas

a alteragbes das propriedades fisicas

e/ou reactividade das macromoléculas
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~  Célula de referéncia Os autores agradecem ao Prof. Manuel
Minas da Piedade pela leitura atenta do
manuscrito e pelas sugestdes propostas.
M. H. Casimiro agradece uma bolsa da

Fundagdo para a Ciéncia e Tecnologia

Figura 5 Esquema das células calorimétricas, cilindro adiabdtico e do conjunto injector/agitador de

um calorimetro de titulagdo baseado no principio de medida por compensagdo do efeito térmico num no ambito do Il Quadro Comunitario de
compartimento adiabdtico (adaptado de [6]). Apoio (bolsa SFRH/BD/2862/2000).
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