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CALORIMETRIC STUDY ON THE INTERACTION OF ALCOHOLS WITH Saccharomyces
cerevisiae (Sc). The calorimetric experiments based on technique breaking ampoule were carried
out by measuring of the heat of solution of alcohol in isotonic solution (NaCl 0.10 M) and alcohol
in suspension of Sc at 298 K. From these data the enthalpy of interaction alcohol with suspension
of Sc (AsH®) was calculate by Hess law. In this study, the results indicate that the enthalpy of
interaction of aliphatic alcohol (C,-Cg) with suspensions of Sc is a process exothermic and becomes
more exothermic with increasing of -CH, group of alcohol in range -1,14 to -4,0 kJ.mol"!. We
concluded that enthalpy of interaction shows a linear relationship with increasing of alcohol’s

lipophilicity, in agreement with Traube’s rule.
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INTRODUCAO

Interagdes hidrofébicas sdo muito importantes na drea de qui-
mica, incluindo a quimica de processos in vivo, interagbes enzima-
substrato, os conjuntos lipfdicos em biomembranas e micelas'.

Kauzmann foi um dos primeiros a estudar este fendmeno
(efeito hidrofébico), inicialmente denominou de ligagdo
hidrofébica e o definiu como sendo a tendéncia das moléculas
de uma proteina se agruparem uma s outras em meio aquoso>.
Modelos semelhantes podem ser observados para solugdes de
hidrocarbonetos em dgua, solugdes aquosas de tensoativos e
outras solucdes contendo moléculas apolares como dlcoois,
éteres, ésteres ¢ aminas. Posteriormente, Tanford® denominou
este mesmo fendmeno descrito por Kauzmann de efeito hidro-
fobico e o define como sendo as interagdes que ocorrem entre
grupos apolares (-CH,) de cadeias de hidrocarbonetos.

Atualmente a aplicagdo da calorimetria no estudo de siste-
mas de natureza bioldgica, abrange praticamente, todos os pro-
cessos de natureza quimica, fisica e bioldgica que sdo acompa-
nhados pela liberag¢do ou absor¢do de calor. Métodos de medi-
das da variaciio da entalpia, métodos calorimétricos, sdo por-
tanto de um interesse potencial para todos os tipos de andlises
quimicas e bioldgicas. No entanto, a grande quantidade de
substiincias necessdrias para a calorimetria convencional e sua
baixa sensibilidade foram sempre fatores limitantes*,

Avangos na tecnologia dos sensores Peltier ou termopilhas®
t€m permitido a aplicagdo de técnicas calorimétricas no estudo
de sistemas biolégicos complexos devido a detec¢@o de peque-
nas quantidades de calor, utilizando amostras reduzidas, que
podem ser definidas como solugdes diluidas. Esta técnica rece-
beu a denominagiio de microcalorimetria biolégica (MB)®,

MB ¢é uma técnica valiosa para monitorar em tempo real
uma grande variedade de processos biolégicos e sendo uma
técnica ndo especifica, ndo destrutiva, nio exige, que a amos-
tra ou o sistema a ser analisado tenha algum tipo de tratamento
podendo-se usar solugdes de compostos bioquimicos, suspen-
sOes grosseiras, células, microrganismos, etc.

Pelo fato de nio requerer solugdes opticamente transparen-
tes, a MB tem mais esta vantagem sobre os métodos espectro-
fotométricos’.

* Enderego atual: Departamento de Quimica, Universidade Federal do
Espirito Santo, (UFES), 29060-900, Vitéria-ES, e-mail: eloi@npd.ufes.br
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O efeito térmico que acompanha por exemplo uma reago
pode ser registrado em tempo real por meio desta técnica. O
registro do efeito térmico durante um processo biolégico é cha-
mado de entalpograma. O entalpograma ou curva dg/dt (J/s) x
tempo, (Nomenclature of Thermometric and Enthalpimetric
Methods in Chemical Analysis, 1994)* determina em tempo real
o calor desenvolvido no processo.

A grande contribui¢do da microcalorimetria no estudo de
sistemas bioquimicos estd na possibilidade de propor modelos
para os processos investigados através da andlise dos entalpo-
gramas’. Na industria, principalmente na drea farmacéutica, a
microcalorimetria é usada para a determinagfio da velocidade
de decomposi¢do de produtos, dissolugdo, interagio enzima-
substrato, ¢ mais recentemente € utilizada em estudos de QSAR
(Relagdes Quantitativas de Atividade-Estrutura) sendo que nes-
te caso inclui as interagdes sistema quimico-sistema microbio-
logico em esquema grupo-aditivo de séries homélogas'®. No
entanto, para analisar os dados obtidos com séries homélogas
em geral segue-se a regra de Traube!! que tem o enunciado de
que uma série homéloga de tensoativos, tem sua atividade
superficial em solugdo aquosa aumentando de maneira linear
com o aumento do grupo metilénico - CH,,

O objetivo deste estudo € determinar a entalpia de transfe-
réncia (AyH") de dlcoois alifdticos (C; - Cg) em suspensdes de
Saccharomyces cerevisae (Sc) utilizando o método calorimé-
trico de quebra de ampola.

PARTE EXPERIMENTAL

Método de preparaciio das suspensoes
de Saccharomyces cerevisiae

As suspensdes de Saccharomyces cerevisiae (Sc) (FTPT
754) foram preparadas pela Fundagiio Tropical de Pesquisa e
Tecnologia com uma quantidade de 1,3 x 10! células de Sc
por mL. O crescimento das células foi acompanhado por medi-
das de densidade Gtica (colorimetro EEL). As células foram
centrifugadas, lavadas duas vezes com solugiio de Ringer con-
tendo 10% m/m de dimetilsulféxido (DMSQO). Apés a tltima
centrifugacgo, as células foram novamente suspensas em solu-
¢do de Ringer contendo 10 % de DMSO e acondicionadas em
ampolas de polipropileno de 2,0 mL (marca Sterilin). As am-
polas foram encaixadas numa placa fina e perfurada de isopor
sendo a propria tampa de um recipiente de aluminio contendo

309



nitrogénio liquido. A placa de isopor foi mantida a uma altura
de 8 cm acima do nivel do nitrogénio e quando a temperatura
na ampola controle atingiu - 80°C (medida com um termdéme-
tro de dlcool), as ampolas foram liberadas para imersdo no
nitrogénio liquido e estocadas num cilindro criogénico!Z. A
suspensido de microrganismo utilizada no calorimetro foi sem-
pre feita imediatamente apds o descongelamento da ampola por
3 minutos em um banho de dgua a 36°C seguida de agitagdo por
20 segundos e finalmente com um pipetador automdtico (cali-
brado 0,49+0,03 mL) foi adicionado 3,0 mL destas suspensdes
de Sc em 100 mL de uma solugdo isotdnica (NaCl 0,10 M), de
modo que a atividade metabdlica observada foi determinada de
acordo com o método descrito por Battley e DiBiase'®.

Os dlcoois etanol, butanol-1, hexanol-1 e octanol-1, forne-
cidos pela Ecibra e Merck, p.a., foram previamente bidestilados,
sendo que o etanol foi tratado com iodo e magnésio refluxado
por 8 horas e destilado, depois secado com 6xido de célcio
(calcinado) e recolhida somente a fragdo destilada na faixa de
78,0 a 78,5°C. "1

Método Calorimétrico

As medidas da variagio de entalpia A;H” dos dlcoois (Cs-
Cy) com as suspensdes de Sc foram determinadas no sistema
calorimétrico LKB-8700 utilizando o método de quebra de
ampolas. Inicialmente fizemos uma calibragdo utilizando para
isto a reagdo de dissolugio do Tris(hidroximetilaminometano)
ou Tris (C4H;;03, da Riedel-De Hienag) em solugdo de HCL
Esta reagiio, proposta por Wadsd,'® é atualmente recomendada
pela TUPAC passando a ser uma reagéio padrio em diversos
laboratdrios que utilizam técnicas calorimétricas para verificar
a precisio e exatiddo do calorimétro'1¥,

O processo de quebrar ampolas (com Tris em seu interior)
em solucdo de HCI 0,1 M ¢ descrito pela equagio:

Tris (cr.) + H* (aq.) = TrisH* (sIn); Ay H" nH

Para a calibragio do calorimetro foi usado o padrio primdrio,
Tris (hidroximetil)aminometano, C4H;;1O3N, da Riedel-De Hienag,
que foi triturado e recristalizado por sublimagdo a vicuo em at-
mosfera de nitrogénio sob temperatura de 140°C durante uma
hora'”, Sua pureza foi determinada por titulagfio potenciométrica
(potencidmetro digital da Metrohm Herisau E-500) com HCI 0,01
M, mostrando ser 99,9% puro. O procedimento experimental de
quebra de ampolas contendo Tris (27,2 a 50,6 mg) foi feito utili-
zando 90 mL de uma solugdo de HCI 0,1 M no interior do vaso
calorimetrico, sendo quebrada uma média de cinco ampolas no
interior de uma mesma solugio de HCI0,1 M, que através da re-
presentacdo grafica (Figura 1) do calor observado (Qs/J) no pro-
cesso em fungdo do nimero de moles de Tris obteve-se uma reta
cujo coeficiente angular corresponde a entalpia de dissolugio
AdgissH= - 29,70£0,10 kJ.mol’!, sendo concordante com os demais
valores da literatura®”**. O mesmo procedimento foi utilizado para
determinar a entalpia dlcool/solugio isotonica (A,H") e dlcool/cé-
lulas de Sc (A,H") e os resultados sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Entalpia de interagdo de dlcoois/Sc a 298 K.

4 S T L] L L}
2,0x10°* 25x10° 3104 35x10* 40x10 4,5x10*
Tris (mol)

Figura 1. Entalpia de dissolugdo do Tris em HCL 0,1 M a 298 K.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A determinagio experimental da entalpia de interagio de
dlcoois alifaticos (C;-Cy) com suspensdes de Sc foi feita com
o interesse de verificar a contribuigfo aditiva dos grupos - CH;
do dlcool (efeito lipofilico) em sistemas de natureza biol6gica,
portanto mais complexo que o sistema micelar.

Nestes sistemas, as condi¢des de equilibrio sdo uma simpli-
ficagdo ndo realistica e condicdes de quase equilibrio (por tra-
tar-se de sistemas complexos) ocorrerdo para certos comparti-
mentos do sistema e por tempo definido, somente sob circuns-
tancias controladas®. Usando a técnica de quebra de ampolas
anteriormente descrita na parte experimental fez-se medidas da
entalpia de interagcfo ou transferéncia (A, H?) de dlcoois
alifdticos (C,-Cy) com suspensdes de Sc. No cdlculo desta
entalpia de interagiio foi descontado o efeito térmico da solu-
¢do de dlcool em dgua, ¢ aplicando a lei de Hess (Figura 2)
obteve-se o valor da entalpia de interagdo A, H".

C,H,,, OH/Sol. Isoténica — C,H3,,;OH (1) + Sol.Isoténica -AH"

C,Hy,,OH (1)+ CélulasdeSc — C,Hy,,;OH (1)/Células de Sc AH®

(em Sal, Isotdnica) (em Sol. Isotdnica)

C,H,, . OH/Sol. Isotnica + Célulasde Sc ~» C,H,,,,OH (1)/Células de Sc

{em Sol. Isotinica) (em Sol. Isoténica)
AusH® =- A,H® + A H"

Figura 2. Lei de Hess para calcular A, H,.

Os valores da entalpia de interagdo dlcool/células de Sc em
solugdo isotdnica (NaCl 0,10 M) assim como as entalpia do
processo representado por A,H" e ALH® relacionados anterior-
mente para os dlcoois alifaticos (C, - Cyg) estdo descritos na
Tabela 1 e Figura 3 respectivamente,

No presente trabalho todos os experimentos foram feitos na
mesma temperatura (25,0 £ 0,1°C), mesma concentragio das
suspensdes de células de Sc em solugdo isotdnica, meio

Quantidade de - AHY - AHY - A H?
Alcoois dlcool adicionada kJ.mol! kJ.mol! kJ.mol!
mol

EtOH 5,21x107 6,56+0,23 7,70+0,20 1,14£0,30
Propanol-1 5,51x107? 7,03 £0,30 8,58%0,20 1,55%0,36
Butanol-1 4,51x107 5,01£0,40 6,49%0,23 1,4840,46
Pentanol-1 3,82x107 3,57+0,20 6,07%0,20 2,5040,28
Hexanol-1 4,51x107 2,4610,01 5,9710,07 3,511+0,07
Heptanol-1 2,30x1073 2,4610,14 6,07%0,07 3,43%0,16
Octanol-1 1,96x107? 0,5040,02 4,3310,07 3,8310,07
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Figura 3. Entalpia de interagdo de dlcoois alifdticos com suspensaes
de Sc.

aerébico e mesma sensibilidade no calorimetro. Desta maneira,
os dados foram calculados para se ter uma idéia do efeito tér-
mico envolvido na transferéncia do dlcool para as suspensdes
de células de Sc a contribui¢do aditiva por grupo - CH; do
dlcool. Observou-se que a tendéncia linear, apresentou uma boa
correlagdo (r = 0,99344), tendo uma representagido da equagdo
da reta para a entalpia de transferéncia dlcool/células de Sc
(AinH® = 0,47(CH3) + 0,14 ), e um desvio padriio para os sete
pontos menor que 0,01%. Desta forma, a intera¢@o dlcool/célu-
las de Sc é um processo exotérmico e que torna-se mais
exotérmico com o aumento de grupos - CH2 do dlcool resul-
tando num valor de A, H" na faixa de —1,14 a - 4,0 kJ/mol. Os
estudos mais recentes feitos por Battley e colaboradores®® des-
crevem que medidas de capacidade de calor (C,) para um gran-
de nimero de moléculas bioldgicas com diferentes graus de
complexidade, incluindo agucares, aminodcidos, proteinas €
DNA tem sido determinados através da técnica calorimétrica, e
utilizando esta técnica determinaram valores das fungdes
termodindmicas Cp,, AS", AG" e AH", para composigdes liofiliza-
das de Saccharomyces cerevisiae na faixa de temperatura de 10
a 300 K, sendo que na temperatura de 298,15 K a entropia é
1,30 J.KL.g'! ¢ concluem que o efeito termodindmico sobre a
organizagio celular em células liofilizadas de Sc ¢é desprezivel.

Este estudo tforneceu novas informagdes sobre o efeito térmico
produzido em sistemas bioldgicos, e acrescentamos a regra de
Traube'! a condi¢do de que nio sé as séries homélogas de
tensoativos seguem uma linearidade em meio aquoso, com o au-
mento do grupo - CH,, mas também isto € verdadeiro para séries
homélogas de dlcoois em suspensdes de Saccharomyces cerevisiae.
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