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LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1- Esquema do mecanismo de reagdo do luminol com H;O, em
meio alcalino e na presenca de um metal de transicdo M™" como catalisador
proposto por Albertin et al.? Intermediarios: (1) diazoquinona, (II) anion de
peréxido de hidrogénio, (Il e IV) endo-peréxido e (V) 3-aminoftalato------------
Figura 2.1 — Distribuicdo percentual dos procedimentos analiticos em fluxo
com detecgdo quimiluminescente, para diferentes amostras (2000 —2005).
Fonte:www.webofscience.com. Expressdes de busca: flow injection analysis
and chemiluminescence or flow analysis and chemiluminescence or
multicommutation and chemiluminescence

Figura 2.2 - Formulario (tela) empregada para interface com o usuario---------
Figura 2.3- Fotos da cela de fluxo (A e B) construidas, empregando tubo de
polietileno (didmetro interno de 0,8 mm) enrolado em espiral
Figura 2.4 — Fotos do modulo de detecgdo construido, empregando um
fotodiodo de silicio e a cela de medida de polietiieno em espiral, para o
monitoramento da radiagdo quimiluminescente

Figura 2.5 — Esquema de reacgao do lumnol em meio alcalino na presenca
de um catalisador para geragao da quimiluminescéncia
Figura 2.6 — Diagrama de fluxos do sistema empregado para estudo da
reagcdo quimiluminescente e determinacdo de peroxido de hidrogénio. C-
carregador H;0; A — solugdes padrées de peroxido e/ou amostras; Ry —
solucdo de luminol; Ry, — solucdo de ferricianeto de potassio; Vi — V4 —
valvulas solendides de 3 vias ; L — lumindbmetro construido com fotodiodo
de silicio contendo uma cela em espiral, polietileno, de 100 cm; D —
descarte; x — ponto de confluéncia
Figura 2.7 — Monitoramento do sinal analitico da reagdo quimiluminescente,
empregando a solugdo de luminol 3,0 mmol L™: M preparado ha 3 dias; ®
recém preparada, empregando o sistema em fluxo (Fig. 2.6) nas seguintes
condicdes: R; = solugdes de luminol 3,0 mmol L™, R = solucéo de perdxido
de hidrogénio 1,0 x 10 mol L™"; Rs = solucdo de ferricianeto de potassio
20,0 mmol L', C = agua; vazdo das solugdes 3,0 mL min™'; tempo de
acionamento das valvulas V-V, por determinagédo = 4,0 s

Figura 2.8- Fotografia mostrando emissédo de luz da cela preenchida pelos
reagentes empregados na determinagéo de H,O, por quimiluminescéncia----
Figura 2.9- Influéncia dos catalisadores na magnitude da luminescéncia da
reacao luminol/H,O,/catalisador em diferentes condi¢bes reacionais (pH 9,1,
10,1 e 11,0),empregando o sistema em fluxo (Fig. 2.6) nas seguintes
condigdes: Ry = solucdes de luminol 3,0 mmol L™, R, = solugéo de peréxido
de hidrogénio 2,0 x 10* mol L™"; Rs = solugdo de ferricianeto de potassio
20,0 mmol L', C = agua; vazdo das solugdes 3,0 mL min™'; tempo de

13

15

16

17

19

20

23

25



acionamento das valvulas V-V, por determinagédo = 4,0 s

Figura 2.10 — Efeito da concentracdo de luminol sobre o sinal analitico
empregando o sistema em fluxo (Fig. 2.6) nas seguintes condi¢des: Ry =
solugdes de luminol 0,5 — 4,0 mmol L', R, = solugdo de perdxido de
hidrogénio 2,0 x 10“ mol L™; Rs = solugdo de ferricianeto de potassio 20,0
mmol L', C = &gua; vazdo das solugdes 3,0 mL min"; tempo de
acionamento das valvulas V-V, por determinacédo =4,0 s

Figura 2.11 — Efeito da concentragcdo de hexacianoferrato de potassio sobre
o sinal analitico empregando o sistema em fluxo (Fig. 2.6) nas seguintes
condicdes: R; = solugdes de luminol 2,5 mmol L™, R, = solucéo de perdxido
de hidrogénio 2,0 x 10 mol L™; Rs = solucéo de ferricianeto de potassio 0,5
— 50,0 mmol L, C = agua; vazdo das solugdes 3,0 mL min™'; tempo de
acionamento das valvulas V4-V,4 por determinacao = 4,0 s.
Figura 2.12 — Efeito do volume da mistura reacional (diferentes tempos de
acionamento das valvulas em diferentes vazdes). Os estudos foram
realizados empregando o sistema em fluxo (Fig. 2.6) nas seguintes
condicdes: R; = solugdes de luminol 2,5 mmol L™, R, = solucéo de perdxido
de hidrogénio 2,0 x 10 mol L™"; Rs = solucdo de ferricianeto de potassio
10,0 mmol L™, C = agua; vazao das solucdes 2,4 — 3,6 mL min™'; tempo de
acionamento das valvulas V-V, por determinacédo =2,0-6,0 s
Figura 2.13 - Curva analitica para solucdes de H,O, entre 2,2x 10° a 4,5 x
10™* mol L
Figura 2.14 — Sinais transientes referentes as determinag¢des de solugdes
padrdes de H,O, (1-10) de 2,2 x 10°mol L™ a 4,5 x 10* mol L™--—--mmmmmmeeeee-

Figura 2.15 — Estudo da repetibilidade dos sinais analiticos para as solugdes
padrées de H,0, A:7,6 x10°molL" e B: 6,8 x 10° mol L™
Figura 3.1 — Etapas envolvidas na imobilizagdo da glicose oxidase em silica
de porosidade controlada (CPG)
Figura 3.2 — Mddulo de analise em fluxo para a determinagao de glicose:
valvulas solendides de trés vias: V1= controle da solugao transportadora C
(solucdo tampao fosfato 0,025 mol L™ pH 7,5; V. = controle de injecdo da
solugdo de amostra e/ou padrbes de glicose; V4 = controle da solugdo de
luminol e Vs = controle da solugdo de hexacianoferrato (lll) de potassio;
ponto de confluéncia = y; coluna enzimatica = GOD e sistema de detecgao
quimiluminescente DET
Figura 3.3 — Mddulo de analise em fluxo para a determinagao de glicose:
valvulas solendides de trés vias: V1= controle da solugao transportadora C
(solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,5); V. e V3= controle da solugéo
de amostra e/ou padrdes de glicose; V4= controle da solugdo de luminol e
Vs = controle da solugdo de hexacianoferrato (lll) de potassio; pontos de
confluéncia = x e y; coluna enzimatica = GOD e sistema de deteccdo
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quimiluminescente DET)
Figura 3.4 - Grafico de pareto obtido da analise das variaveis estudadas e
suas interagdes
Figura 3.5- Teores de proteina imobilizada (mg de proteina/g de silica)
empregando diferentes concentragdes de reagentes (A) e tempos de reacgao
(B).
Figura 3.6 - Grafico de relevancia das variaveis estudadas e suas
interacdes-

Figura 3.7. Quantidade de proteina imobilizada (mg de proteina/g de silica)
empregando diferentes concentracdes de ATPS (1,5 e 3,5% v/v) e tempos
de imobilizacdo da enzima de 2 e 6h
Figura 3.8- Representacédo da interacdo entre ATPS e tempo de contato da
proteina.

Figura 3.9. Modelo matematico da imobilizagdo da proteina em diferentes
concentracdes de ATPS e o tempo de imobilizacao
Figura 3.10 — Efeito do volume da amostra inserida no percurso analitico,
sobre a magnitude do sinal. (V1) 0,1 mol L™ de solugéo tampao fosfato pH
7,0 na vazao de 2,0 mL min™"; (V2) 9,5 x 10 mol L™ de solugéo de glicose
na vazdo de 3,0 mL min™; (Vs e V4) 2,5 mmol L™ de solucdo de luminol e
10,0 mmol L' da solugdo de hexacianoferrato(lll) de potassio,
respectivamente, nas vazdes de 3,0 mL min™ (t acionam. 10 S).

Figura 3.11 — Efeito do volume dos reagentes R1 (luminol) e R2
(hexacianoferrato (lll) de potassio) inseridos no percurso analitico, sobre a
magnitude do sinal. (V1) 0,1 mol L™ de solugdo tampao fosfato pH 7,0 na
vazdo de 2,0 mL min™"; (V2) 9,5 x 10 mol L™ da solucdo de glicose, (t acionam.
4 s),na vazdo de 3,0 mL min™; (Vze V4) 2,5 mmol L™ de solugdo de luminol
e 10,0 mmol L' da solucdo de hexacianoferrato(lll) de potassio,
respectivamente, nas vazées de 3,0 mL min™
Figura 3.12 — Efeito do pH da solugao transportadora sobre o sinal analitico.
(V1) 0,1 mol L™ de solucdo tampao fosfato (pH 5,5 — 8,0) na vazdo de 2,0
mL min™"; (V2) 9,5 x 10 mol L™ de solugdo de glicose na vazdo de 3,0 mL
mMin™" (t acionam. 4 ); (Vae V4) 2,5 mmol L™ de solugéo de luminol e 10,0 mmol
L™ da solugcdo de hexacianoferrato(lll) de potassio, respectivamente, nas
vazdes de 3,0 mL min™" (t acionam. 8 S)
Figura 3.13 - Curva analitica obtida para as solu¢des de glicose entre 5,0 a
160 mg L. V4) 25,0 mmol L™ de solugéo tampao fosfato (pH 7,0 na vazao
de 2,0 mL min™; (V2) solugdes padrées de glicose na vazdo de 3,0 mL
min™ (t acionam. 4 S); (Vae V4) 2,5 mmol L™ de solucdo de luminol e 10,0 mmol
L™ da solucdo de hexacianoferrato(lll) de potassio, respectivamente, nas
vazdes de 3,0 mL min™ (t acionam. 8 S)
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Figura 3.14 — Sinais transientes obtidos com as solu¢des padrdes de glicose
de 5,0 a 160 mg L. (V1) 25,0 mmol L™ de solucdo tampao fosfato (pH 7,0
na vazao de 2,0 mL min™"; (V2) solugdes padrdes de glicose na vazéo de 3,0
mL

mMin™ (t acionam. 4 S); (Vae Vi) 2,5 mmol L de solucéo de luminol e 10,0 mmol
L™ da solugcdo de hexacianoferrato(lll) de potassio, respectivamente, nas
vazdes de 3,0 mL min™" (t acionam. 8 S)

Figura 3.15 — Sinais transientes obtidos para uma solu¢do de glicose 130
mg L empregando o modulo de andlise em fluxo com deteccdo por
quimiluminescéncia

Figura 3.16 — (a) Sinais transientes em ftriplicata obtidas na analise do suco
de uva por adigdo de padrao, (b) curva analitica da adicdo de padrao para
determinagao de glicose em suco de uva

Figura 3.17 — (a) Sinais transientes em triplicata obtidas na analise do suco
de tomate por adi¢do de padrao, (b) curva analitica da adigdo de padrao
para determinagao de glicose em suco de tomate
Figura 3.18 - Efeito do tempo de “delay” para o acionamento das valvulas
(V4 e V5) ap6s a introdugdo da amostra no percurso analitico. Alga de
amostragem L1 de 25,0 uL; Carregador: 25,0 mmol L™ de solugéo tampao
fosfato (pH 7,0 na vazdo de 2,0 mL min™"; (V4 e V5) 2,5 mmol L™ de solucéo
de luminol e 10,0 mmol L™ da solugdo de hexacianoferrato(lll) de potassio,
respectivamente, nas vazdes de 3,0 mL min™ (t acionam. 8 S).

Figura 3.19 - Intensidade do sinal analitico em funcdo do tempo de
acionamento das valvulas V4 (luminol) e V5 (hexacianoferrato Ill) para
diferentes concentragbes de glicose. Alga de amostragem L1 de 25,0 pL;
Carregador: 25,0 mmol L™ de solugdo tampao fosfato (pH 7,0 na vazao de
2,0 mL min™; (V4 e V5) 2,5 mmol L™ de solugéo de luminol e 10,0 mmol L™
da solugdo de hexacianoferrato(lll) de potassio, respectivamente, nas
vazdes de 3,0 mL min™ (t acionam. 8 S)

Figura 3.20 - Curva analitica obtida para as solugdes de glicose entre 100,0
a

1000 mg L. Carregador: 25,0 mmol L™ de solugéo tampéo fosfato (pH 7,0
na vazao de 2,0 mL min™; (L1) alca de amostragem de 25,0 uL; (Vae V4) 2,5
mmol L' de solucdo de luminol e 10,0 mmol L' da solucdo de
hexacianoferrato(lll) de potassio, respectivamente, nas vazdes de 3,0 mL

‘-1

min (t acionam. 38)

Figura 3.21 — (a) Sinais transientes em quintuplicata obtida para os padrbes
de glicose de 100 a 1000 mg L™

Figura 4.1 - Mecanismo da reagao para a determinacéo do colesterol total
em amostras de soro sanguineo

66

66

69

69

71

72

74

82



Figura 4.2 - Diagrama de fluxos do modulo de analise para a determinagéo
de colesterol em ovos: valvulas solendides de trés vias: V{ = controle da
solugdo transportadora C (solugdo tampao fosfato 0,1 mol L (pH 7,0); Vo e
V3 = controle da solucdo de amostra e/ou padroes de colesterol; V4 =

controle da solugdo de Iluminol e Vs = controle da solugdo de
hexacianoferrato (lll) de potassio. Pontos de confluéncia y, L1 = al¢a de
amostragem, coluna enzimatica = COD e sistema de deteccao

quimulimunescente DET---------------
Figura 4.3 - Diagrama de fluxos do modulo de analise para a determinagéo
de colesterol em plasma: valvulas solendides de trés vias: V¢ = controle da
solugdo transportadora C (solugdo tampao fosfato 0,1 mol L (pH 7,0); Vo e
V3 = controle da solucdo de amostra e/ou padroes de colesterol; V4 =
controle da solugdo de Iluminol e Vs = controle da solugdo de
hexacianoferrato (lll) de potassio. Pontos de confluéncia x e y, Ly = alga de
amostragem, B4 = bobina de mistura e diluigdo de 25 cm, coluna enzimatica
= CE (colesterol esterase), coluna enzimatica = COD (colesterol oxidase) e
sistema de detec¢ao quimulimunescente DET

Figura 4.4. — Influéncia do volume da alga de amostragem sobre o sinal
analitico, empregando o modulo de analise apresentada na Figura 4.2. (V1)
0,1 mol L™ de solucdo tampao fosfato pH 7.0 na vazdo de 2,4 mL min™"; (V2
e V3) preenchimento da alga de amostragem L1 (50 a 150 pL) com solugao
de colesterol 500 mg L™ (t acionam. 30s); tempo de delay para acionamentos
das valvulas Vs e V, de 10s; (Vs e V4) 2,5 mmol L' de solugdo de luminol e
10,0 mmol L' da solugdo de hexacianoferrato(lll) de potassio,
respectivamente, nas vazdes de 3,0 mL min™ (t agionam. 10 S).

Figura 4.5. — Influéncia da vazao do fluxo carregador sobre o sinal analitico,
empregando o modulo e analise Figura 4.2. (V4) 0,1 mol L de solucéo
tampao fosfato pH 7.0 em diferentes vazdes 1,9 a 3,0 mL min™ (V2 e Vs)
preenchimento da alga de amostragem Li (125,0 uL) com solugéo de
colesterol 500 mg L™ (t acionam. 30s); tempo de delay de (6 a 18 s); (Va e V)
2,5 mmol L' de solugdo de luminol e 10,0 mmol L' da solucdo de
hexacianoferrato(lll) de potassio, respectivamente, nas vazées de 3,0 mL
min_1 (t acionam. 10 S)-
Figura 4.6 — Efeito da concentragdo de luminol sobre o sinal analitico,
empregando o modulo e analise Figura 4.2. (V4) 0,1 mol L™ de solugéo
tampao fosfato pH 7.0 a 2,4 mL min™ (V. e V3) preenchimento da alca de
amostragem L (125,0 uL) com solucdo de colesterol 500 mg L™ (t acionam.
30s); tempo de delay de (10 s); (Vze V4) 1,0 a 7,0 mmol L™ de solucdo de
luminol e 10,0 mmol L™ da solucdo de hexacianoferrato(lll) de potassio,
respectivamente, nas vazdes de 3,0 mL min™ (t agionam. 10 S).
Figura 4.7 — Efeito da concentracdo de hexacianoferrato (lll) de potassio
sobre o sinal analitico empregando o modulo de analise apresentado na
Figura 4.2. (V4) 0,1 mol L™ de solugdo tampao fosfato pH 7.0 a 2,4 mL min™;
(V2 e V3) preenchimento da alga de amostragem L¢ (125,0 uL) com solugao
de colesterol 500 mg L™ (t acionam. 30s); tempo de delay de (10 s); (Vs e V)
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5,0 mmol L™ de solugdo de luminol e 5,0 a 50,0 mmol L™ da solugéo de
hexacianoferrato(lll) de potassio, respectivamente, nas vazées de 3,0 mL
mln-1 (t acionam. 10 S).

Figura 4.8 —Influéncia da concentragdo hidrogenibnica sobre o sinal
analitico. (V1) 0,1 mol L™ de solugdo tampao fosfato pH 6,5 a 8,0 a 2,4 mL
min™; (V2 e Vi) preenchimento da alca de amostragem L (125,0 pL) com
solucdo de colesterol 500 mg L™ (t acionam. 30s); tempo de delay de (10 s);
(Vze V4) 5,0 mmol L™ de solugéo de luminol e 20,0 mmol L™ da soluggo de
hexacianoferrato(lll) de potassio, respectivamente, nas vazdées de 3,0 mL
min-1 (t acionam. 10 S)
Figura 4.9 — Efeito do volume dos reagentes R1 (luminol) e R2
(hexacianoferrato (lll) de potassio) inseridos no percurso analitico, sobre a
magnitude do sinal. (V1) 0,1 mol L™ de solugdo tampao fosfato pH 7,0 a 2,4
mL min™; (V2 e V3) preenchimento da alga de amostragem L; (125,0 uL)
com solucado de colesterol 500 mg L™ (t acionam. 30s); tempo de delay de (10
s); (Ve V4) 5,0 mmol L™ de solugdo de luminol e 20,0 mmol L™ da solugéo
de hexacianoferrato(lll) de potassio, respectivamente, nas vazdes de 3,0 mL
min™ (t acionam. 5 @ 10 s)
Figura 4.10 — Curva analitica obtida para as solugdes de colesterol 250,0 a
2500 mg L™. (V4) 0,1 mol L™ de solugao tampéo fosfato pH 7,0 a 2,4 mL min’
' (V2 e Vi) preenchimento da alga de amostragem L4 (125,0 pL) com
solucao padrbes e/ou amostras (t acionam. 30s); tempo de delay de (10 s); (V3
e V4) 5,0 mmol L™ de solugado de luminol e 20,0 mmol L™ da solugéo de
hexacianoferrato(lll) de potassio, respectivamente, nas vazdes de 3,0 mL
‘-1
min (t acionam. 8 S)-

Figura 4.11 — Sinais transientes em ftriplicata obtidos para os padrbdes de
colesterol de 250; 500; 750; 1200; 1500; 2016 e 2520 mg L™, empregando o
modulo de analise nas condi¢des otimizadas apresentadas da Tabela 4.1.---
Figura 4.12 - Efeito da vazao da solugao carregadora e do tempo de “delay”
para o acionamento das valvulas (V4 e Vs) apds a introdugdo dos padrdes
e/ou amostra no percurso analitico. Alga de amostragem L de 50,0 pL;
Bobina de mistura e/diluicdo B4 de 25 cm; V; = solugao tampao fosfato pH
7,0 (carregador) nas vazdes de 1,2 a 2,4 mL min™; (V2 e V3) solugdo de
colesterol 1250,0 mg L™"; tempo de delay de 8 a 16 s; (V4 e Vs) 5,0 mmol L™
de solucdo de luminol e 20,0 mmol L™ da solugéo de hexacianoferrato(lll) de
potassio, respectivamente, nas vazdes de 3,0 mL min™ (t acionam. 8 S).-=--------

Figura 4.13 — Magnitude do sinal analitico em fungdo do tempo de
acionamento das valvulas V4 (luminol) e Vs (hexacianoferrato Ill) para
diferentes concentragbes de colesterol, empregando o modulo de analise
nas seguintes condi¢des. Alga de amostragem L, de 50,0 uL; Bobina de
mistura e/diluicdo By de 25 cm; V4 = solucédo tampao fosfato 0,1 mol L™ pH

94

95

96

98

98

101



7,0 (carre%;ador) na vazdo de 1,8 mL min™"; (V2 e V3) solugdo de colesterol
500 mg L™ a 4000 mg L™"; tempo de delay de 14 s; (V4 e Vs) 5,0 mmol L™ de
solucdo de luminol e 20,0 mmol L™ da solugdo de hexacianoferrato(lll) de
potassio, respectivamente, nas vazdes de 3,0 mL min™ (t acionam. 6 @ 10 8).---
Figura 4.14 - Curva analitica obtida para as solugbes de colesterol 500,0 a
4000 mg L™, empregando o médulo de analise da Figura 4.3 nas seguintes
condigdes: Alga de amostragem L de 50,0 uL; Bobina de mistura e/diluigdo
B1 de 25 cm; V; = solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 (carregador) na
vazado de 1,8 mL min™"; (V2 e V3) solugdo de colesterol 500 mg L™ a 4000 mg
L™ tempo de delay de 14 s; (V4 e Vs) 5,0 mmol L™ de solucdo de luminol e
20,0 mmol L' da solucdo de hexacianoferrato(lll) de potassio,
respectivamente, nas vazdes de 3,0 mL min™ (t acionam. 8 S).
Figura 4.15 - Registro dos sinais transientes referentes a determinacéo de
colesterol com solugcdes de referéncias entre 500 e 4000 mg L de
colesterol empregando o médulo de analise nas condigdes descritas na
Figura 4.14.

Figura A.1 — Papel de filtro Whatman n°® 1 quadriculado (1cm x 1cm) e
numerado, empregado no “screnning” para verificar a presenga da atividade
da peroxidase nas respectivas fragoes.
Figura A.2 — Atividade da peroxidase POD (Unidades mL™") dos extratos de
abobrinha, batata doce e raiz forte obtidos empregando-se diferentes
meétodos de extracdo ER, EM1 e EM2, respectivamente

Figura A.3 — Atividade da polifenol oxidase PFO (Unidades mL™") dos
extratos de abobrinha, batata doce e raiz forte utilizando diferentes métodos
de extracdo ER, EM1 e EM2
Figura A.4 — Precipitacado da enzima peroxidase, obtida do extrato da batata
doce em diferentes (%) de saturagdo com sulfato de amoénio
Figura A5 — Sistema cromatografico para purificagdo de enzimas,
constituido de coletor de fragbes e coluna cromatografica contendo gel
Sephadex G-100.

Figura A.6 — Fracionamento da peroxidase da batata doce em gel
(Sephadex G-100 (2,5 x 70 cm)): Volume das fracdes de 50 mL; H
monitoramento da peroxidase (U/ mL); ® monitoramento das proteinas
(absorbancia 280 nm).---
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DESENVOLVIMENTO E APLICACAO DE PROCEDIMENTOS ENVOLVENDO
REACOES QUIMILUMINESCENTES EM FLUXO PARA A DETERMINACAO DE
ANALITOS DE INTERESSE ALIMENTICIO, FARMACEUTICO E BIOQUIMICO

No presente trabalho, foram desenvolvidos procedimentos analiticos em fluxo
empregando o conceito de multicomutagcado e detecgao por quimiluminescéncia
para a determinagéo de peréxido de hidrogénio, glicose e colesterol em amostras
alimenticias, bioquimicas e farmacéuticas. Para o controle do médulo de analise e
a aquisicdode dados foi empregado um microcomputador Pentium 233 MHz
equipado com uma interface eletronica (PCL-711S), através de programas em
linguagem Lab-View 6.0. O mddulo de deteccéo consistiu de uma cela de fluxo de
polietileno (em espiral), um fotodiodo de silicio (OSD-50E) e um dispositivo
eletrébnico (modelo FAC 500), para condicionamento e amplificagdo dos sinais,
que foram acondicionados dentro de uma caixa plastica. O médulo de analise e
deteccédo foi caracterizado e empregado inicialmente na determinacdo de H,0;
em amostras farmacéuticas, monitorando-se a quimilumineséncia produzida na
reacao entre o luminol, H,O, e hexacianoferrato(lll) de potassio. A curva analitica
apresentou uma linearidade entre 2,2 x 10° a 2,1 x 10* mol L* e limite de
deteccdo estimado em 1,8 x 10 mol L™". Nos procedimentos para a determinagao
de glicose em amostras alimenticias, farmacéuticas e bioquimicas, foi acoplado
no percurso analitico, um reator enzimatico contendo a enzima glicose oxidase
imobilizada. O Hy;O, gerado na reagdo enzimatica foi monitorado pela
quimiluminescéncia gerada na reacdo entre o luminol e hexacianoferrato(lll) de
potassio. Apds a otimizagao do procedimento analitico, obteve-se uma faixa linear
de resposta de 5,0 a 160,0 mg L' e uma freqiiéncia de amostragem de 160
determinagdes por hora. O procedimento analitico foi empregado com sucesso
na determinagdo de glicose em mel, soro glicosado, suco de uva e suco de
tomate. Para a determinagdo de glicose em plasma sanguineo, o modulo de
analise foi reconfigurado, a fim de se minimizar a manipulagdo da amostra. Os
resultados obtidos na determinacdo de glicose em plasma sanguineo,
empregando o procedimento proposto, foram concordantes com o método
comparativo a um nivel de confiangca de 95%. No procedimento analitico para a
determinacdo de colesterol em ovos foi empregado um reator enzimatico, no
percurso analitico, contendo a enzima colesterol oxidase imobilizada, o H,O. foi
também monitorado pela reagdo quimiluminescente. A linearidade de resposta
obtida, apds a otimizacdo do sistema em fluxo, foi de 250 a 2500 mg L™ descrito
pela equacgdo: Intensidade (mV)= 43,0 + 0,325*[colesterol], R= 0,999, com
consumo de 356 ug e 2,64 mg de luminol e hexacianoferrato (1) de potassio por
determinagdo. O modulo de analise foi reconfigurado para a determinacédo de
colesterol em plasma sanguineo, apresentando resultados concordantes com o
método comparativo. Foram realizados também estudos de extragdo e pré-
purificacdo da enzima peroxidase, catalisador da reagdo quimiluminescente, entre
o luminol e H;O..



Abstract

DEVELOPMENT AND APPLICATION OF PROCEDURES ENVELOPEMEND
CHEMILUMINESCENT REACTIONS IN FLOW FOR DETERMINATION OF
ANALYTES OF INTEREST IN FOOD, PHARMACEUTICAL AND BIOCHEMISTRY

In this work, analytical flow procedures were developed using multicommutation
concept and chemiluminescent detection for the determination of hydrogen
peroxide, glucose and cholesterol in food, biochemistry and pharmaceutical
samples. A personal computer Pentium 233 MHz equipped with PCL 711S
interface was employed to control the flow manifold and data acquisition. The
detection module consist of a flow-cell constructed with a coiled polyethylene
tubing (0.8 mm i.d.), a silicon photodiode (OSD-50E) and an electronic device
(model FAC 500) for signals conditioning and amplification, are devices were
placed in a dark box. The manifold and detection module were characterized by
hydrogen peroxide determination in pharmaceutical samples, monitoring the
radiation produced in the chemiluminescent reaction between luminol, H,O, and
hexacyanoferrate(lll). The analytical curve obtained was linear in the hydrogen
peroxide concentration ranging from 2.2 x 10° to 2.1 x 10™* mol L* and the
detection limit obtained was 1.8 x 10° mol L. In the procedures for glucose
determination in food, pharmaceutical and biochemical samples, a solid-phase
reactor containing glucose oxidase immobilized in glass beads was employed. The
hydrogen peroxide generated in this enzymatic reaction was monitored by
chemiluminescent emission produced by the luminol/hexacyanoferrate(lll)
reaction. The proposed procedure showed linear response from 5.0 to 160.0 mg
L™ and a sampling rate of 160 samples per hour was obtained. The analytical
procedure was employed with success in the glucose determination in honey,
glucose pharmaceutical formulation, grape and tomato juices. For glucose
determination in blood serum, the manifold was reconfigured to minimize the
sample manipulation. The results obtained in the glucose determination in serum
using this proposed procedure are in close agreement with those obtained using
the comparative procedure at a confidence level of 95%. In the proposed
procedure for cholesterol determination in eggs a solid-phase reactor containing
immobilized cholesterol oxidase was used, the hydrogen peroxide produced was
monitored by the same chemiluminescent reaction. The linear range of analytical
curve obtained in optimized procedure ranged from 250 to 2500 mg L™, and are
described by the equation: Intensity (mV)= 43.0 + 0.325 x [cholesterol], r= 0.999,
The luminol and hexacyanoferrate(lll) consumption per determination were 356 nug
and 2.64 mg, respectively. The manifold was reconfigured for cholesterol
determination in serum. The results obtained were in agreement with those
obtained using the comparative procedure. Extraction and pre-purification of
enzyme peroxidase were carried out with the purpose of employing this enzyme
as a catalyst in the chemiluminescent reaction between the luminol and hydrogen
peroxide.
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1. Luminescéncia

Luminescéncia é um termo empregado para descrever a emissao de
luz, que ocorre quando uma molécula no estado excitado decai para o estado
fundamental. Os varios tipos de luminescéncia caracterizam-se em fungdo da
fonte de energia empregada para se obter o estado excitado. Assim, quando a
energia é fornecida na forma de radiagdo eletromagnética, tem-se a
fotoluminescéncia (fluorescéncia ou fosforescéncia), na forma de calor
(piroluminescéncia), impacto de elétrons (catodoluminescéncia) ou por
cristalizacdo (cristaluminescéncia). Na quimiluminescéncia, a energia de
excitagcdo € produzida por uma reagao quimica, sendo a emissdo de luz
observada geralmente na regido do visivel e infravermelho préximo.’?

Um esquema geral do processo de quimiluminescéncia € mostrado a seguir

(equacdes 1.1 e 1.2):

Etapa de excitagdo: A+B — C +D  (eq. 1.1)

Etapa de relaxagdo: C —» C +hv (eq. 1.2)

A emissao obtida € idéntica aquela do espectro de fluorescéncia do
composto C, no entanto, sem o emprego de radiagao externa (fonte de excitagao).
Para que uma reacao quimica produza luminescéncia, esta devera satisfazer trés
condigdes, a saber: a) a energia necessaria para ocorrer a reacao quimica deve
ser suficiente para produzir um estado eletronicamente excitado; b) o caminho
reacional deve favorecer a formagao do estado eletronicamente excitado e c) o
produto deve ser luminescente ou transferir sua energia para uma molécula
luminescente. As reacdes mais conhecidas sdo aquelas empregando o luminol,
derivados de acridina (lucigerina) e outros compostos orgéanicos (imidazéis,
ésteres do acido oxalico, oxalatos, etc).

Uma das reacbes mais conhecidas e exploradas em quimica
analitica desde os anos 60" é a oxidacdo do luminol (5-amino-2,3-
dihidroftalazina-1,4-diona), por peroxido de hidrogénio em meio alcalino. O

mecanismo desta reacgdo foi pioneiramente estudado por Albrecht®, contudo,



este mecanismo bem como o de varias reagdes quimiluminescentes ainda nao

estdo bem esclarecidos e continuam sendo objeto de pesquisas.’™

O interesse analitico da quimiluminescéncia surge dos excelentes
limites de detecgdo que podem ser atingidos e da simplicidade da
instrumentacdo necessaria para o monitoramento da radiacdo®. A sensibilidade
obtida nas técnicas analiticas quimiluminescentes esta associada a varios
fatores, principalmente pela auséncia da irradiagéo prévia (fonte de radiagdo),
eliminando problemas devido a dispersdo de luz, excitacdo nao seletiva e
instabilidade e/ou ruido da fonte de radiagdo. A utilizacdo de maiores
diferencas de potencial nas fotomultiplicadoras (detectores usualmente
utilizados), aumenta a razado sinal/ruido e a sensibilidade. Limites de deteccéo
da ordem de fento moles ndo s&o incomuns com as técnicas analiticas
quimiluminescentes. Em geral, a duragao da radiagdo quimiluminescente varia
entre 1-30 s, portanto a escolha do sistema de deteccdo bem como a
velocidade com que este monitora e processa 0s sinais € de extrema
importancia para estabelecer os procedimentos analiticos. Além disso,
mudangas de parametros como pH, mistura dos reagentes, temperatura,
concentracbes das espécies reacionais ou interferentes podem modificar

totalmente o tempo de emissao da radiacdo, chegando até extingui-la.'?*°

As reacgbes quimiluminescentes ocorrem tanto em fase sodlida,
liguida e gasosa. As principais reagdes em fase gasosa ja estudadas sao
aquelas que ocorrem entre 0 0zénio e oxidos de nitrogénio, empregadas para a
determinagdo de ozénio na atmosfera.® As deteccdes de compostos contendo
nitrogénio e enxofre também foram realizadas por cromatografia gasosa
empregando reagdes quimiluminescentes. Porém, o meio que mostra maior
potencial para aplicacbes analiticas é a fase liquida, tanto em meio aquosos

COMO N&0 aquoso.

1.1 Mecanismo da reagao quimiluminescente do luminol

Varios estudos sobre o mecanismo de reagao do luminol ja foram
publicados.'®®° Algumas propriedades termodinamicas e cinéticas ja foram

apresentadas, além de possiveis caminhos mecanisticos para a reacéo, porém



ainda ndo ha um mecanismo consensual abrangendo todos os intermediarios e
etapas da reacdo. Um esquema para o mecanismo da reagao luminescente do
luminol com perdxido de hidrogénio em meio alcalino na presenga de um

catalisador proposto por Albertin et al® € mostrado a seqguir.
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Figura 1.1- Esquema do mecanismo de reagédo do luminol com H,O, em meio
alcalino e na presenca de um metal de transicdo M"™ como catalisador proposto
por Albertin et al.® Intermediarios: (I) diazoquinona, (Il) anion de perdxido de

hidrogénio, (lll e IV) endo-perdxido e (V) 3-aminoftalato.

Na etapa de reagéo (A), pela acdo do catalisador M"" (ion de metal
de transic&do), aparece o primeiro intermediario diazoquinona (). Na etapa de

reacéo (B) ocorre a formacé&o do &anion do peroxido de hidrogénio (lI) em meio



alcalino. Duas possiveis rotas de reacdo para os intermediarios (I) e (ll) sao

apresentadas nas etapas (C) e (D).

A etapa (C) mostra a reagao entre (l) diazoquinona e (llI) anion do
peréxido de hidrogénio, gerando o 3-aminoftalato (intermediario (V)) e (hv)
quimiluminescéncia. Na etapa (D) ha reac&o entre os intermediarios (I) e (II)

produzindo apenas o 3-aminoftalato e N2, sem producao de quimiluminescéncia.

Do ponto de vista analitico, provavelmente as etapas (A) e (B) séo
as mais importantes, além da etapa (C) (geracdo da luminescéncia). Nestas
etapas se determinam as concentra¢des das espécies que formam o intermediario
responsavel pela luminescéncia na etapa (C) e serdo responsaveis pela duragéo e

intensidade de emiss&o.>'°

Porém, ndo existem estudos conclusivos sobre a presencga de metais
de transicdo na reagao quimiluminescente, e o intermediario endo peréxido (1V)
ainda nao foi detectado (presume-se que este intermediario se decomponha muito

rapidamente), o que explica o fato de ainda nao ter sido detectado.
1.2 Enzimas

As enzimas s&o moléculas organicas presentes nas células de
organismos vivos, com a fungao especifica de catalisar reagdes quimicas. Como
catalisadores, as enzimas aumentam a velocidade da reacdo até atingir o
equilibrio. Nos estagios intermediarios da reagéo, a enzima liga-se a molécula que
esta sendo transformada e, a medida que o produto vai sendo liberado, a enzima
€ regenerada na sua forma original. Os catalisadores biologicos possuem duas
caracteristicas importantes, a enzima nao € modificada por participar da reacéo e
a constante de equilibrio da reacdo nao se altera com o emprego do
biocatalisador, simplesmente, verifica-se um aumento na velocidade na qual a
reacado alcanca o equilibrio. Os biocatalizadores sao constituidos principalmente
por cadeias polipeptidicas. A parte protéica da enzima, sem cofatores ou grupos
prostéticos, € denominada apoenzima, e nao apresenta atividade catalitica. Os
cofatores sdo pequenas moléculas organicas como as coenzimas FAD e NAD ou
sdo ions como Fe(ll), Mn(ll), Cu(ll), etc, os quais ligam-se fracamente a

apoenzima e estdo envolvidos diretamente na atividade catalitica. O grupo



prostético, ao contrario, se liga fortemente a apoenzima. A associagdo do cofator

ou grupo prostético a apoenzima forma a holoenzima que é a enzima ativa.'"'2

A molécula sobre a qual a enzima atua para formar o produto é
chamado substrato. As enzimas apresentam como caracteristica singular a
seletividade. A seletividade, deve-se a uma regidao particular da superficie
enzimatica denominada sitio de ligagdo do substrato, que € um arranjo particular
de grupos quimicos ao qual o substrato se liga. No sitio de ligagdo do substrato,
pode estar integrado o sitio ativo (responsavel pela atividade catalitica). Algumas
enzimas mostram seletividade absoluta para o substrato, enquanto outras
apresentam uma seletividade mais ampla e irdo aceitar varios analogos diferentes
de uma familia de substrato. Varios modelos tém sido propostos para explicar a
interacao enzima-subtrato. A primeira proposta, elaborada em 1890, por Fisher, foi
o modelo “chave-fechadura”, no qual considera-se a existéncia de uma impressao
negativa do substrato sobre a superficie da enzima. O substrato encaixa-se nesse
sitio de ligagdo como uma chave e uma fechadura. Nesse modelo, o sitio ativo
apresenta caracteristicas estruturais rigidas que sdo complementares aquelas de
cada substrato, porém ndo prevé os efeitos de interacbes alostéricas. Outro
modelo, sugerido por Koshland em 1968, conhecido como ajuste induzido, sugere
um ajuste na conformagdo da superficie da enzima com a aproximagao do
substrato, formando um sitio de ligagdo. Neste modelo, os sitios ativos sao
flexiveis, apresentando uma estrutura complementar aquela do substrato somente
quando estiver ligada a enzima. As reacdes catalisadas por enzimas ocorrem em
velocidades que sdo, 10° a 10" vezes mais rapidas que as reagdes

correspondentes nao catalisadas.'"'?

As aplicacbes de enzimas sido dependentes de conhecimentos
basicos e especificos sobre o0 mecanismo de catalise e cinética enzimatica. Ha
excelentes livros especializados nessas areas para elucidar e ampliar os

conhecimentos sobre a agao das enzimas.

A aplicagao analitica de enzimas imobilizadas vem sendo utilizada
preferencialmente, no lugar da enzima em solugao. A imobilizagdo de enzimas em
matrizes inertes aparece como uma boa alternativa para manter a atividade
catalitica e a estabilidade das enzimas. Além disso, a enzima imobilizada pode

ser reutilizada, os procedimentos que as contém podem ser operados



continuamente e controlados eficientemente, a enzima imobilizada torna-se
menos susceptivel a variagdo de temperatura, pH e a agdo de ativadores e
inibidores que atuam na enzima em solugdo. Os métodos mais utilizados de
imobilizagcdo de enzimas sdo os de ligagdo quimica covalente, ligagdo quimica
covalente cruzada, oclusdo em gel, adsorg¢do fisica, microencapsulacao e
polimerizacdo eletroquimica.’'* Enzimas imobilizadas, vem sendo amplamente
empregadas em quimica analitica, na construgdo de biossensores, e de reatores
enzimaticos que sao acoplados em sistema cromatograficos e em procedimentos

de analise em fluxo.''®

1.3 Sistemas de analises em fluxo e multicomutacao

Os sistemas de andlise por injecdo em fluxo tem como objetivo a
mecanizagao da analise quimica, através da introdugdo da solugdo da amostra
em um fluido transportador, que conduz a amostra em dire¢cdo a cela de deteccéo,
sendo possivel, ao longo do percurso analitico, receber reagentes e passar por
etapas de processamentos, como: separacoes, diluicdes, extracao liquido-liquido,
pré-concentracéo etc.'’"'®

Desde a proposta do conceito de “Flow Injection Analysis” por
RUZICKA e HANSEN," varios procedimentos de automagdo/mecanizagdo de
procedimentos analiticos foram desenvolvidos. A facil assimilacido desta técnica
pela comunidade cientifica se deve a simplicidade da instrumentacao, facilidade
operacional e da implementagcdo dos médulos de analise, utilizando em muitos
casos, instrumentacao de baixo custo.

Segundo a IUPAC'™, Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada, a automacao é definida, como o uso combinado de dispositivos
mecanicos e instrumentais para substituir, refinar, ampliar ou suplementar o
esforco e a inteligéncia humana, na execugado de um dado processo, no qual pelo
menos uma das operagdes € controlada sem a intervengdo humana, por um
sistema de realimentacao (feedback). A definicdo para mecanizagao, também
segundo a IUPAC, refere-se ao uso de dispositivos para substituir, refinar, ampliar
ou suplementar o esforco humano, diferenciando da automacido por nao ser

efetuada a realimentagdo em nenhuma parte do processo.



Com a disseminagao dos procedimentos em fluxo e a necessidade
da adaptacédo destes procedimentos nas mais variadas etapas que envolvem as
analises quimicas, além da disponibilizacdo de novos dispositivos eletrdnicos e de
computadores nos laboratérios de pesquisa e de rotina, outros conceitos de
automacgao analitica foram propostas como: sistema de analise em fluxo
monossegmentado (MSFA),?° andlise por injecdo sequencial (SIA?' e a
multicomutacg&o.??

Nos procedimentos analiticos empregando o conceito de
multicomutacdo, as solugbes reagentes e/ou amostras sio introduzidas no
percurso analitico empregando dispositivos de comutagcdo discreta, na maioria
dos trabalhos, valvulas solendides de 3 vias, que sdo gerenciadas por um micro-
computador. Assim, é possivel interagir com o médulo de andlise, sem a
necessidade de modificar a estrutura fisica do mddulo, alterando os parametros
do software de controle.?*?3

Nos trabalhos de Reis et al**?* sdo descritos os primeiros conceitos
envolvidos e a instrumentacdo necessaria para a implementacdo de
procedimentos analiticos em fluxo por multicomutacido. Além de varios trabalhos,
ja estao disponibilizados na literatura duas revisdes, no qual sdo destacadas as
potencialidades e as tendéncias da introducéo desta estratégia na implementagao
da automac&o de procedimentos analiticos.?*%

Nesta tese, sdo descritos o desenvolvimento de procedimento
analiticos em fluxo, empregando o conceito de multicomutacdo, no qual enzimas
imobilizadas sdo acopladas no percurso analitico, para a determinagéo de glicose
e colesterol por quimiluminescencia em matrizes farmacéuticas, alimenticias e

bioquimicas.



CAPITULO 2

ESTUDOS PRELIMINARES DA REAGCAO
QUIMILUMINESCENTE EMPREGANDO O MODULO DE
ANALISE E DETECGAO DESENVOLVIDOS



2. Apresentacao

Neste Capitulo serdo apresentados os estudos preliminares
realizados sobre a reacdo quimiluminescente do luminol no sistema em fluxo,
empregando um fotodiodo de silicio como detector.

Inicialmente sera apresentada uma abordagem sobre os aspectos
relacionados a aplicagdo analitica da quimiluminescéncia, e, alguns aspectos
relevantes destas aplicacbes em sistemas de analise em fluxo. Na sequéncia
serdo apresentados os resultados obtidos,da aplicagdo analitica na determinacao

de peroxido de hidrogénio empregando um sistema de analise em fluxo.
2.1 Introducgao

A quimiluminescéncia pode ser definida como a emissao de radiagao
eletromagnética (nas regides do ultravioleta, visivel ou infravermelho), resultante
de uma reagao quimica, quando um dos produtos ou intermediario da reagao, ao
retornar do estado eletronicamente excitado para o estado fundamental, emite
energia na forma de luz'>. Em procedimentos analiticos empregando reagdes
quimiluminescentes, a intensidade da radiacdo varia em funcdo do tempo e do
rendimento quantico. Os parametros que governam a intensidade da
quimiluminescéncia em funcdo do tempo sao retratados mais facilmente,

avaliando-se a equagao 2.1.

oL = CDCL(dP/dt) = (DExq)Em(dP/dt) eq. 2.1

onde:

Ic.= é a intensidade da quimiluminescéncia (numero de fétons emitidos por

segundo);

dP/dt = é a velocidade da reagao quimica (numero de moléculas que reagem por

unidade de tempo (s));



d¢cL = é o rendimento quantico quimiluminescente (numero de fétons emitidos por

molécula excitada);

dex = estado de excitagdo quantica (numero de estados excitados formado por

molécula) e,

dgy = estado de emissdo quantica (numero de fotons emitidos pelo estado

eletronicamente excitado).

Assim, em procedimentos analiticos, a concentragdo do analito de interesse
pode ser relacionada com a intensidade da radiacdo emitida, ou pela variacdo da
velocidade da reacdo quimiluminescente.”® 272 A quantificacdo de outras
espécies, como metais (em geral, catalisadores), oxidantes e redutores que
participam da reagc&o ou determinam a velocidade da reagdo, mas que n&do sao
diretamente responsaveis pela luminescéncia, é constantemente utilizada.?® Em
geral, € necessario um sistema para a mistura dos reagentes e detecgao (que na
maioria das vezes € uma fotomultiplicadora). Portanto, a obtencdo de elevada
sensibilidade com uma simples instrumentacdo permite a aplicagdo em quimica
analitica. Geralmente, os procedimentos quimiluminescentes sdo implementados
em sistemas de analises em fluxo, no qual, dentre outras vantagens, figura a
reprodutibilidade dos sinais obtidos. Entretanto, as reagcdes quimiluminescentes
apresentam diversas variaveis experimentais que afetam a emisséo
luminescente,? tais como : (a) volume da amostra: a emissdo de luz é diretamente
proporcional ao volume da amostra quando a concentragdo e a razao dos
reagentes sao constantes. As constantes fisicas da instrumentacao utilizada irdo
influenciar nesta variavel; (b) velocidade da reagcdo: as cinéticas das reagdes
quimiluminescentes podem ser diferentes dependendo do tipo de molécula
emissora, do analito e das condi¢ées na qual estas reagbes ocorrem. Algumas
reacdes sao lentas e é necessario conhecer o tempo de incubacdo ideal para
medir a intensidade luminescente. Outras reagbes sdo extremamente rapidas,
emitindo, muitas vezes; (c) concentragdo dos reagentes: a concentragdo do
material luminescente afeta diretamente a intensidade da emissdo de luz
produzida na reagao quimiluminescente. A molécula emissora e/ou o analito
podem ser o reagente limitante, e a emissao luminescente depende, portanto
deles. Para maximizar a eficiéncia da emissao luminescente, o reagente (molécula

emissora de luz) deve estar mais concentrado ou em maior volume que o analito a



ser determinado; (d) injecao do reagente e mistura dos componentes: Devem ser
extremamente reprodutiveis; (e) tamanho e material da cela de fluxo ou camaras
de reacdo: os materiais utilizados na construgdo da cela de fluxo devem ser
transparentes a luz no comprimento de onda da reagdo quimiluminescente
utilizada (vidro, acrilico, quartzo ou tubo de polietileno). O tamanho das celas de
fluxo deve ser tal que permita o maximo de emissao luminescente com o minimo
de quantidade de amostra utilizada; (f) temperatura: a temperatura pode afetar a
velocidade e a intensidade da emissédo de luz em reagdes quimiluminescentes.
Algumas reagdes tém um alto coeficiente de temperatura (razdo de quantidade de
luz emitida em fungdo da temperatura), sendo extremamente dependentes de
flutuagbes de temperatura; (g) luz externa: as reagdes quimiluminescentes devem
ocorrer em um ambiente livre da interferéncia de luz externa para evitar o
deslocamento da linha de base; (h) vazao do sistema FIA: a vazao total deve ser

adequada a cinética da reagao quimiluminescente.

Apesar destas variaveis experimentais e do mecanismo (no caso do
luminol) ainda nao ter sido totalmente elucidado, as reag¢des quimiluminescentes
apresentam grande potencialidade analitica e esse comportamento vem sendo
observado pelo niimero de trabalhos analiticos publicados nos ultimos anos.* 27-°

As aplicagbes analiticas quimiluminescentes, empregando luminol como
reagente, podem ser classificadas em diretas ou indiretas. Nas aplica¢des diretas,
em geral, o analito de interesse catalisa a reagdo (muito empregado para
deteccdo de metais de transicdo) ou a sua presenga promove a supressao da
emissdo da radiagdo quimiluminescente (comum a muitos compostos
orgénicos).30 Nas aplicacdes indiretas, destaca-se a determinacéo de substancias,
geradas em reagodes preliminares e, subsequientemente determinadas pela reagao
quimiluminescente. Um exemplo classico € a determinacdo do peroxido de
hidrogénio, proveniente da oxidagcdo do analito de interesse por enzimas, que
subsequentemente participa da reacdo quimiluminescente. Neste caso, soma-se a
seletividade do procedimento as propriedades dos procedimentos
quimiluminescente em fluxo. Outro exemplo indireto € a prévia separagao das
espécies de interesse na amostra, empregando técnicas cromatograficas e
eletroforéticas®.  Os  procedimentos em fluxo com deteccdo por

quimiluminescéncia sao aplicados nas mais diferentes amostras, e sdo descritos



em revisdes na literatura.?”?® A Figura 2.1 apresenta a distribuicdo percentual dos
procedimentos analiticos em fluxo, empregando-se deteccdo quimiluminescente,

publicados nos ultimos cinco anos (2000 a 2005) em diferentes amostras.

I Ambiental

I Alimenticia
429 [ Farmaceéutica

I Bioquimica

20%

27%

Figura 2.1 — Distribuicdo percentual dos procedimentos analiticos em fluxo com
deteccdo  quimiluminescente para diferentes amostras  (2000-2005).

Fonte:www.webofscience.com. Expressdes de busca: flow injection analysis and

chemiluminescence or flow analysis and chemiluminescence or multicommutation

and chemiluminescence.

Um total de 217 procedimentos analiticos em fluxo com deteccéo
quimiluminescente foram distribuidos em quatro grandes &areas de aplicagao
como: Ambiental, Alimenticia, Farmacéutica e Bioquimica. Em dezessete
procedimentos, os analitos de interesse foram quantificados em mais que uma
area de aplicacdo, sendo que na maioria, doze, o mesmo procedimento foi
empregado para quantificagbes em amostras farmacéuticas e bioquimicas. Onze
procedimentos analiticos foram realizados empregando-se o conceito de
multicomutagcdo, mais especificamente o uso de valvulas solendides, como

dispositivos discretos, na construgdo do modulo de analise.

Na maioria dos procedimentos em fluxo que compde a Figura 2.1, o

reagente luminescente mais popularmente empregado foi o luminol (73%), mas



verificam-se também varios trabalhos empregando os oxidantes permanganato de
potassio e Ce(lV). Ha trabalhos descrevendo o emprego dos reagentes 1,10-
fenantrolina, acido galico/pirogalol, lucigenina e perodxi-oxalato. Recentemente,
lampada de vapor de mercurio de baixa pressdo tem sido implementada em
procedimentos em fluxo, para a modificagao da estrutura de uma substancia alvo

para posterior detecgao com reagentes quimiluminescentes.

Neste periodo, procedimentos em fluxo também foram empregados nos
estudos de parametros cinéticos de reacdes quimiluminescentes e de novas

substancias e/ou reacdes quimiluminescentes, totalizando-se 31 trabalhos.

A maioria dos trabalhos de quantificagdo realizada em amostras
farmacéutica é relacionada a disponibilidade de um grande numero de analitos de
natureza organica nestas amostras Ja nas amostras ambientais, as quantificacdes
de espécies com estados de oxidagado distintos (especiagdo) e em pequenas
concentragdes sao apresentadas como tendéncias para o desenvolvimento dos
procedimentos. Os procedimentos analiticos quimiluminescentes indiretos, nas
areas bioquimica e alimenticia, se caracterizam na maioria pelo emprego de
reatores enzimaticos que geram peréxido de hidrogénio que é posteriormente

quantificado via reagao quimiluminescente.

2.2 Parte Experimental

2.2.1 Descrigao geral do sistema

O modulo de anadlise foi construido empregando-se valvulas
solendides de trés vias (NResearch 161T031), tubos de polietiieno com 0,8 mm
de didmetro interno e conectores de acrilico (ponto de confluéncia). Uma interface
de poténcia para o acionamento das valvulas solendides também foi construida.?
O gerenciamento das valvulas solendides foi realizado por um microcomputador,
Pentium 233 MHz, equipado com uma interface eletronica (Advantec Corp., PCL
711S). A propulsdo das solugdes no sistema em fluxo foi realizada por uma
bomba peristaltica (Ismatec IPC-8), equipada com tubos de Tygon. As medidas da
quimiluminescéncia foram realizadas empregando-se um fotodiodo de silicio com

uma area sensivel a radiagcdo de 50 mm?, adaptando-se uma cela de fluxo de



polietileno com ca. 500 pL. Para o condicionamento e amplificacdo da corrente
gerada pelo fotodiodo de silicio, foi empregado um dispositivo eletrénico
(Amplificador) FAC modelo 500X. A montagem do modulo de detecgéo é descrita
com mais detalhes no iten 2.2.2. A linguagem de programacéao utilizada para o
gerenciamento do médulo de analise foi Lab-View 6.0, e a interface com o
usuario, formulario, é apresentada na Figura 2.2

Esta interface permite a visualizagdo dos sinais transientes
provenientes do sistema de deteccdo, o controle do acionamento das valvulas
solendides e da bomba peristaltica. Empregando um arquivo de comandos,
montado em forma de matriz, € possivel programar varios eventos como
acionamento das valvulas, direcao e velocidade da bomba, numero de replicatas,

entre outros.
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Figura 2.2 - Formulario (tela) empregada para interface com o usuario.

Apods a aquisicdo de cada sinal transiente, os dados referentes as
medidas da intensidade luminescente (mV) sdo salvos no arquivo previamente
definido, em colunas independentes e o sinal transiente € mostrado no espaco



reservado no formulario. Assim, os valores de intensidade de luminescéncia em
mV, sdo associados aos valores de tempo nos quais a aquisi¢cao foi efetuada,

podendo-se trabalhar esses dados em programas graficos como o Origin e Excel.

2.2.2 — Médulo de detecgao

As celas de fluxo foram construidas, empregando tubos de
polietileno de 0,8 mm de d.i. Diferentes comprimentos dos tubos (50 a 150 cm)
foram enrolados em espiral dentro de uma tampa plastica de 30 mm de diametro,

da maneira ilustrada na Figura 2.3.

Figura 2.3- Fotos da cela de fluxo (A e B) construidas, empregando tubo de

polietileno (didmetro interno de 0,8 mm) enrolado em espiral.

As medidas da radiacdo quimiluminescente foram realizadas
empregado-se um fotodiodo de silicio com area sensivel de 50 mm? (OSD50-E,
RS 846-711). Construiu-se, com o auxilio de espelhos de lampadas dicréicas,
uma camara refletora, na qual de um lado foi afixado o detector e de outro a cela
em espiral de polietileno (100 cm).

Um dispositivo eletrénico, modelo FAC 500X, foi empregado para o
condicionamento e amplificagdo dos sinais gerados pelo fotodiodo. Este
dispositivo foi colocado dentro de uma caixa plastica de 20 x 20 cm, na qual do
lado de fora foi acoplada a camara de detecgdo. Na Figura 2.4 sdo apresentas

fotos do médulo de detecgao construido.



Figura 2.4 — Fotos do modulo de detecgao construido, empregando um fotodiodo
de silicio e a cela de medida de tubo de polietilieno em espiral, para o

monitoramento da radiagao quimiluminescente.
2.2.3 — Reagentes e solugoes

Todas as solugdes foram preparadas empregando-se agua destilada

e desionizada e reagentes com grau de pureza analitico.

Solugdes de tampdo carbonato de potassio 0,4 mol L' foram
preparadas dissolvendo-se 27,6 g de K,CO3 em 500 mL de agua, ajustando-se o

pH para, 9,1, 10,1 e 11,0 com solucdo de HCI 0,1 mol L.

A solucdo estoque de luminol 9,0 mmol L' foi preparada
dissolvendo-se 318,0 mg de 5-amino-2,3-diiidro-1,4 ftalazinadiona (Sigma) em
200 mL de solucdo de carbonato de potassio 0,4 mol L™ (pH 9,1 a 11,0). ). A
solucdo foi preparada 3 dias antes do uso e armazenada em frasco admbar
mantida sob refrigeracdo. Solugdes de trabalho em concentragbes variando de
1,0 a 6,0 mmol L™ de luminol foram preparadas por diluicdes, em carbonato, da
solucao estoque.

A solucéao estoque de hexacianoferrato (Ill) de potassio 50,0 mmol L

' foi preparada dissolvendo-se 4,125 g do sal (Reagen) em 500 mL de agua



desionizada. Solugbes de trabalho em concentragdes variando de 5,0 a 50,0
mmol L de hexacianoferrato(lll) de potassio foram preparadas por diluicdes da
solugcao estoque.

Solugcéo de permanganato de potassio 0,02 mol L™ foi preparada
dissolvendo-se 0,7884g de KMnO4 em 250 mL de agua. A padronizagao desta
solucéo foi realizada com oxalato de sédio como padréo primario.

Solugdes estoque de perdxido de hidrogénio 1,0 mmol L™ foram
preparadas diariamente a partir de uma solugdo 30% (m/m) e padronizadas
volumetricamente com permanganato de potassio. Solugbes de referéncia de
perdxido de hidrogénio em concentragdes variando de 2,5 a 500,0 umol L™ foram
preparadas por diluicbes da solugao estoque.

As solucdes dos cations Ni**, Mn*, Co*, Cu** e Zn*, nas
concentracdes de 25,0 mmol L™, foram preparadas a partir dos sais de acetato de
niquel, sulfato de manganés, sulfato de cobalto, sulfato de cobre e sulfato de

zinco em agua desionizada.

A obtencdo da enzima peroxidase empregada no estudo como
catalisador da reacdo quimiluminencente esta descrita em mais detalhe no

apéndice.

2.2.4. Procedimento Experimental

2.2.4.1 Reacao quimiluminescente

A radiagao quimiluminescente & decorrente da reagdo de oxidagao
do luminol pelo perdxido de hidrogénio, em meio alcalino na presenga do
catalisador hexacianoferrato(lll) (Fig. 2.5), sendo a radiagdo produzida (hv)
proporcional a concentragao de peroxido de hidrogénio na solugao.

O @)

NH catalisador o

lllH + ,OH- + HO, ——— o + 4 H,O + N,*+ hv
NH, O NH, O

Figura 2.5 — Esquema de reagédo entre luminol e o H,O, em meio alcalino na

presenca de um catalisador para geragao da quimiluminescéncia.

2.2.4.2 Diagrama de fluxos e procedimento



O diagrama de fluxo do mdédulo de analise inicialmente construido
para os estudos da reagdo quimiluminescente (luminol-H,O,-catalisador) é
apresentado na Figura 2.6. O mddulo é constituido por 4 valvulas solendides (V4,
V>, V3 e V4), que gerenciam a inser¢gado das solugdes reagentes e carregador no
percurso analitico e pelo detector luminescente (L) contendo uma cela de
polietiieno em espiral de 100 cm. A valvula solendide é representada por um
circulo com duas linhas que indicam os possiveis percursos das solugdes e/ou
carregador. A linha cheia representa a passagem das solugdes para o percurso
analitico, enquanto a linha tracejada indica que as solugdes estao circulando de

volta para seu reservatério.

Figura 2.6 — Diagrama de fluxos do sistema empregado para estudo da reagao
quimiluminescente e determinagao de peroxido de hidrogénio. C- carregador; A —
solucdes padroes de perdxido e/ou amostras; Ry — solugdo de luminol; Ry, —
solucao de ferricianeto de potassio; V1 — V4 — valvulas solendides de 3 vias ; L —
luminbmetro construido com fotodiodo de silicio contendo uma cela em espiral de
polietileno de 100 cm; D — descarte; x — ponto de confluéncia, a 10 cm do

luminémetro.

No modulo de andlise representado na Fig. 2.6 a solugéao
carregadora (H2O) flui pelo percurso analitico através (V3), enquanto as demais

solugbes permanecem reciclando. A adicdo das solugbes reagentes e/ou



amostras e efetuada pelo acionamento das valvulas solendides (V1 - Luminol, V; -
H202 e V4 . [Fe(CN)s]*). Quando ocorre a introducéo dos reagentes no percurso
analitico, o fluxo do carregador (H,O) é direcionado para o reciclo.

Este mddulo de analise foi inicialmente proposto para avaliar a
estabilidade da solucdo de luminol, otimizar as melhores condi¢cdes reacionais da
reagao quimiluminescente (luminol-H,O,-catalisador), determinar  as
caracteristicas analiticas e para quantificacdo da concentracdo de peroxido de
hidrogénio em amostras reais, empregando-se o detector construido com o
fotodiodo de silicio e a cela de fluxo de polietileno.

Apdés a otimizacdo dos diferentes paradmetros quimicos,
concentragdo de luminol e ferricianeto de potassio, e fisicos, volume dos
reagentes, além do estudo preliminar da reagdo quimiluminescente, a
determinacao de perdxido de hidrogénio foi efetuada de acordo com a sequéncia

de acionamento das valvulas definidas na Tabela 2.1.

TABELA 2.1 — Esquema de acionamento das valvulas solendides para a

determinacao de perdxido de hidrogénio, diagrama de fluxo da Figura 2.6.

Etapas VA1 V2 V3 V4 Bomba peristaltica Tempo
(%)rotacdo direcdo (s)

1 0 0 0 0 15 ccw 5

2 15 ccw 4

3 0 0 0 0 15 ccw 10

* repeticoes (2-3)
4 0 0 0 0 0 ccw 0

0 = valvula solendide desligada

1= valvula solendide acionada
ccw : direcdo de rotagcao da bomba peristaltica, sentido horario

* repeticao em triplicata das etapas 2-3

Inicialmente flui pelo sistema apenas o carregador (agua), etapa 1,
durante 5 segundos. Na etapa 2, sdo acionadas as valvulas (Vi — V4), 0
carregador é desviado do percurso analitico (V3) e sédo inseridos pelo ponto de
confluéncia x, as solugdes de luminol, peréxido e ferricianeto de potassio, durante

4 segundos, (V4, V2 e V4). As valvulas sdo desligadas e o carregador flui pelo



sistema novamente durante 10 segundos. As etapas 2 e 3 sao repetidas na
sequéncia, em ftriplicata. No final, etapa 4, todas as valvulas estdo desligadas, a
porcentagem (%) zero (0) de rotac&o indica a parada da bomba peristaltica e, o
tempo O finaliza a rotina do programa. No inicio da etapa 1, comega a ser
realizada a aquisicdo de dados do lumindmetro, e os resultados expressos em
tempo versus intensidade de luminescéncia (mV) sao gravados em arquivos pré-

estabelecidos.

2.3- Resultados e Discussao

2.3.1- Avaliagao da estabilidade da solugao de luminol

Estudos prévios realizados mostraram uma variagdo do sinal
analitico da reacéao IuminoI-Hzog-Fe(CN)63' em fungdo do tempo de uso dos

reagentes. Na literatura, existem diferentes procedimentos descritos de preparo,

|31,32

em especial, da solugdo de lumino , mas estes praticamente nido fazem

mencao a estabilidade desta solugdo. Sendo assim, duas estratégias de uso da
solucao de luminol foram avaliadas.

As solugdes de luminol foram preparadas da mesma forma (vide
parte experimental), entretanto foram realizadas medidas com uma solugao de
luminol 3,0 mmol L recém preparada, e outra solugdo de luminol 3,0 mmol L’
que tinha sido preparada a trés dias e mantida em geladeira a 4 °C. As medidas
de quimiluminescéncia em triplicata foram realizadas com ambas as solugdes
empregando-se 0 modulo de andlise apresentado na Figura 2.6 em diferentes
intervalos de tempo (1 a 7 horas).

Os estudos realizados com a solucédo de luminol recém preparada,
apresentaram maior sinal analitico, quando comparado com a solugéo de luminol
preparada ha 3 dias, nas primeiras horas de utilizagdo deste reagente, e,
observou-se um decréscimo do sinal analitico ao longo do dia. Apds 7 horas de
uso, o sinal analitico era de aproximadamente 50% daquele obtido inicialmente. A
repetibilidade dos sinais analiticos, medidas em ftriplicata, realizadas nos
diferentes intervalos de tempo, apresentou uma variacdo em torno de 4,4%. O
perfil obtido das medidas quimiluminescentes, empreganda a solugao de luminol
preparada 3 dias antes, mostrou-se praticamente constante ao longo das medidas
realizadas no dia, indicando que existe a necessidade da preparagao prévia (3
dias antes do uso) da solugdo de luminol, a ser empregado em procedimentos
analiticos. As repetibilidades da resposta obtidas com esta solugéo apresentaram



uma variagao de 2,1%. A Figura 2.7 apresenta os resultados obtidos nos estudos
da avaliagao das solugdes de luminol.
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700 - ®  Sol. de luminol recém-preparada
1 ® Sol. de luminol prepara a 3 dias
650 |
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200 —————
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Figura 2.7 — Monitoramento do sinal analitico da reagdo quimiluminescente,
empregando a solugdo de luminol 3,0 mmol L™": B preparado ha 3 dias; ® recém
preparada, empregando o sistema em fluxo (Fig. 2.6) nas seguintes condigdes: R4
= solugdes de luminol 3,0 mmol L™, R, = solugdo de perdxido de hidrogénio 1,0 x
10™* mol L™"; R; = solucéo de ferricianeto de potassio 20,0 mmol L™, C = agua;
vazao das solucdes 3,0 mL min™'; tempo de acionamento das valvulas V;-V, por
determinacdo = 4,0 s.

Avaliou-se também a estabilidade da solucdo de luminol 3,0 mmol
L™ (preparado ha trés dias antes do uso) no intervalo de 20 dias. Os sinais
analiticos observados apés 15 e 20 dias foram de 91% e 83% daquele inicial,
respectivamente. Alguns autores, > associam a variagdo da resposta analitica a
possivel absor¢cao de CO; pela solugdo de luminol. A presengca de CO, causaria
um favorecimento da formacédo de estados intermediarios excitados do luminol,
que ao retornarem para o estado fundamental emitem luz. Ja os resultados
obtidos no presente estudo revelaram um decréscimo do sinal analitico em fungao
do tempo.

2.3.2 — Avaliagao da cela de reacao e medida construida em polietileno



Uma das principais dificuldades relacionadas a implementagdo de
procedimentos baseados em medidas por quimiluminescéncia € maximizar a
quantidade de radiagao detectada, uma vez que a emissdo ocorre em todas as
direcdes.*® Desta forma, diversas configuracdes de celas tém sido propostas,’ 3
sendo usual o emprego de celas em espiral, posicionadas em frente ao detector
(usualmente uma fotomultiplicadora). Essas celas sdo construidas em vidro ou
quartzo e nado sao facilmente acessiveis. O tubo de polietileno, material
empregado na construgdo da cela, € satisfatoriamente transparente a radiagéo
emitida pela oxidagcédo do luminol (Figura 2.8) e pode ser adquirido a baixo custo
(US$ 0,40/metro) no mercado nacional. A cela em espiral foi adaptada em frente a
um fotodiodo de silicio e permite a implementacdo de procedimentos baseados
em quimiluminescéncia a custo relativamente baixo.

Segundo STIEG e NIEMAM,*® a magnitude da luminescéncia detectada é
uma fracdo média da radiagcao gerada na reagao (uma parte dos fétons néo atinge
diretamente o fotodetector, mas sim as paredes da cela de fluxo). Neste contexto,
para maximizar a incidéncia da radiagao no fotodetector, espelhos de lampadas
dicroicas (Figura 2.4) foram utilizados, a fim de refletir a radiagdo dispersa ao
fotodiodo. Na Tabela 2.2, sdo apresentados os sinais analiticos obtidos em funcgao
do comprimento do tubo de polietileno empregado na construgdo da cela de

medida.

TABELA 2.2 - Efeito do comprimento da cela sobre o sinal analitico empregando,
R4 = solugdes de luminol 3,0 mmol L', R, = solucédo de peréxido de hidrogénio 1,0
x 10 mol L™"; R = solugdo de ferricianeto de potassio 20,0 mmol L™, C = agua;
vazdo das solucdes 3,0 mL min™"; tempo de acionamento das valvulas V;-V., por
determinacédo = 4,0 s.

Comprimento da cela (cm) Magnitude do sinal (mV) CV/I(%)
50 78 £2 2,6
100 323 +8 2,5
150 242 + 3 1,3

n=3



Figura 2.8- Fotografia mostrando emissdo de luz da cela preenchida pelos

reagentes empregados na determinacao de H,O, por quimiluminescéncia

Os melhores resultados foram obtidos para a cela construida com
100 cm de tubo. Os resultados obtidos para comprimentos maiores de tubo (150
cm) apresentaram menores resultados, quando comparado com a cela contendo
100 cm. Nesta cela o numero de hélices na espiral era maior (0o diametro é
mantido constante, 30 mm, em todas as celas) e a radiagdo emitida nas hélices
internas nao alcangava o detector, devido provavelmente a auto-absor¢ao da
radiacao pela solugcdo das espiras mais externas associado ao rapido tempo de
emissao da radiagdo. Para comprimentos menores, uma fragao representativa da
radiacao era emitida apds a cela de medida.

Empregando esta configuragdo de cela de fluxo e detecgdo, um

trabalho** na area de educagao, foi proposto, no qual também foram abordados
conceitos de analise por injecdo em fluxo e de biocatalisadores. A medida da
radiacdo quimiluminescente foi realizada empregando-se o detector (fotodiodo) de

um espectrofotdmetro.*>4¢

2.3.3 - Avaliagcao do efeito de catalisadores em diferentes condigoes

reacionais

Diversos catalisadores empregados na reagao quimiluminescente
(luminol-H,0,) sdo descritos na literatura. *?° Entre eles se destacam alguns
metais de transicao (Ni(ll), Co(ll), Cu(ll), etc o hexacianoferrato(lll) de potassio
(Fe(CN)s>) e a enzima peroxidase. Porém, os estudos mecanisticos quanto a
participacdo destes catalisadores na reacdo ndo sao conclusivos. Além disso,
dependendo do sistema empregado para o monitoramento (fotomultiplicadora

e/ou fotodiodo), além do modo de preparo, pH do meio reacional, ordem de



adicdo dos reagentes e tempo de uso dos reagentes, os resultados podem

> Qutro fator importante observado na literatura®’ refere-se ao

variar.
comportamento da intensidade da luminescéncia em fungcdo da concentracao de
peréxido de hidrogénio, na presenga de catalisadores. Com hexacianoferrato(lIl)
de potassio como catalisador, a intensidade da luminescéncia foi proporcional a
concentracdo de peroxido entre 10 a 10™ mol L. J&4 com a enzima peroxidase,
uma relagdo linear entre a magnitude de emissdo com o quadrado de
concentragao de perdxido de hidrogénio foi observado.

Com base nos diagramas de fluxo apresentados na literatura 3"
algumas configuracbes foram avaliadas, em estudos prévios, como: a reacgao
prévia do luminol e catalisador em um bobina anterior a inser¢ao do catalisador,
além das outras combinacdes possiveis destas trés substancias quimicas. Com
base nos resultados obtidos nestes estudos, a configuragédo do moédulo de analise
apresentado na Figura 2.6, no qual no ponto de confluéncia x todas as solugdes
(luminol, catalisador e H,O;) eram introduzidas, foi proposta.

Os catalisadores Ni(ll), Mn(ll),Co(ll), Cu(ll), Zn(ll), Fe(CN)s> e a
enzima peroxidase foram avaliados em diferentes condi¢cbes reacionais de pH
(9,1, 10,1 e 11,0), empregando-se o modulo de analise construido (Fig. 2.6). Dos
catalisadores avaliados ndo foi possivel a detec¢cdo da radiacdo luminescente
com o fotodiodo de silicio, quando empregou-se niquel(ll) e manganés(ll) na
catalise da reagao quimiluminescente.

Todos os catalisadores inorganicos avaliados (metais de transicéo e
o ferricianeto de potassio) apresentaram maiores sinais analiticos com o aumento
do valor do pH do meio reacional (Figura 2.9). Ja a enzima peroxidase apresentou
maior eficiéncia catalitica da reagdo quimiluminescente no pH 10,1. Este
comportamento sugere que embora o meio alcalino favorega a reacgéao
quimiluminescente a estrutura proteica da enzima é afetada em condi¢des
reacionais de pH superiores a 7-8. Em valores de pH superiores (no caso 10,1) a
desnaturacao da enzima é intensificada.
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Figura 2.9- Influéncia dos catalisadores na magnitude da luminescéncia da
reacao luminol/H,O,/catalisador em diferentes condi¢des reacionais (pH 9,1, 10,1
e 11,0),empregando o sistema em fluxo (Fig. 2.6) nas seguintes condigdes: R =
solugdes de luminol 3,0 mmol L™, R, = solugdo de perdxido de hidrogénio 2,0 x
10 mol L™"; Rs = solugdo dos catalisadores 20,0 mmol L™, C = agua; vazao das
solugdes 3,0 mL min"; tempo de acionamento das valvulas Vi-V, por

determinacédo = 4,0 s.

O maior sinal analitico foi obtido com o ferricianeto de potassio, (Fe(CN)s*)
em pH 11,0. Esse catalisador, bem como o Zn(ll) e a enzima peroxidase, podem
ser empregados para a determinacdo de H;O, por quimiluminescéncia
empregando-se o fotodiodo de silicio.

A enzima peroxidase empregada neste estudo como catalisador
bioldgico, foi obtida da batata doce, sendo que os procedimentos de extragdo e
pré-purificagao utilizados estao apresentados no Apéndice.

Estabelecidas algumas condigbes preliminares da reagéo
quimiluminescente, o sistema foi otimizado e aplicado na determinacdo de
peréxido de hidrogénio em amostras farmacéuticas. O catalisador empregado nos
estudos posteriores foi 0 hexacianoferrato(lll) de potassio, em virtude do maior

sinal analitico proporcionado por este reagente.



2.3.4 — Otimizagcdo do médulo de analise empregando o [Fe(CN)s]*como
catalisador na reacao quimiluminescente para a determinagcao de peréxido

de hidrogénio em amostras comerciais

2.3.4.1 - Efeito da concentracao da solugao de luminol

Estudou-se o efeito da concentracdo da solucdo de luminol no
intervalo de 0,5 a 4,0 mmol L™ sobre o sinal analitico utilizando o sistema de fluxo
mostrado na Figura 2.6.

Um aumento significativo do sinal analitico foi observado até a
concentragao de luminol igual a 2,5 mmol L™". Acima desta concentragso, o sinal
de luminescéncia permaneceu praticamente constante (Figura 2.10). Desta forma,
selecionou-se a concentragdo de 2,5 mmol L de luminol nos experimentos

posteriores.
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Figura 2.10 — Efeito da concentracdo de luminol sobre o sinal analitico
empregando o sistema em fluxo (Fig. 2.6) nas seguintes condi¢des: Ry = solu¢des
de luminol 0,5 — 4,0 mmol L™, R, = solugdo de peréxido de hidrogénio 2,0 x 10™
mol L™"; R; = solugdo de ferricianeto de potassio 20,0 mmol L™, C = agua; vazao
das solugdes 3,0 mL min”'; tempo de acionamento das valvulas Vi-Vs por
determinacédo = 4,0 s.



2.3.4.2 - Efeito da concentragcdo da solugdo de hexacianoferrato(lll) de

potassio

Estudou-se também o efeito da concentracdo da solugcdo de
hexacianoferrato (lll) de potassio, sobre o sinal analitico no intervalo de
concentragdo de 5,0 a 50,0 mmol L. A Figura 2.11 apresenta os resultados

obtidos.
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Figura 2.11 — Efeito da concentragédo de hexacianoferrato(lll) de potassio sobre o
sinal analitico empregando o sistema em fluxo (Fig. 2.6) nas seguintes condic¢oes:
R, = solucdes de luminol 2,5 mmol L™, R, = solucéo de perdxido de hidrogénio 2,0
x 10* mol L"; Rs = solucéo de ferricianeto de potassio 0,5 — 50,0 mmol L™, C =
agua; vazao das solugdes 3,0 mL min’'; tempo de acionamento das valvulas Vi-V,

por determinagao = 4,0 s.

O maior sinal analitico foi observado quando a concentracdo da
solugdo de hexacianoferrato(lll) de potassio era de 10,0 mmol L™". Com o aumento
da concentragdo da solugdo de luminol de 20 a 50 mmol L™, o sinal analitico

decresceu. Esse decréscimo de sinal pode ser atribuido a absor¢cdo da radiacéo



luminescente pelo excesso de hexacianoferrato(lll) na solugdo. Em estudos
posteriores, selecionou-se entdo uma solugdo de 10,0 mmol L' de

hexacianoferrato(lll) de potassio.

2.3.4.3 — Efeitos do volume dos reagentes em diferentes vazoes sobre o

sinal analitico

Os volumes dos reagentes inseridos no sistema analitico sao
definidos pela vazdo de bombeamento das solugbes (rotacdo da bomba e
diametro dos tubos de propuls&o) e pelo intervalo de tempo de acionamentos das
valvulas solendides. Foram realizados estudos de diferentes tempos de
acionamento das valvulas V4 a V4 nas vazdes de 2,4; 3,0 e 3,6 mL min”,
respectivamente. A vazao da solugao transportadora (H,O) foi mantida em 2,0 mL
min™.

A resposta analitica do sistema apresentou um aumento do sinal
quimiluminescente com o tempo de acionamento das valvulas solendides de 2 a 6
s, na vazdo de 2,4 mL min" e, de 2 a 4 s nas vazdes de 3,0 e 3,6 mL min". O
aumento da vazdo dos reagentes de 2,4 mL min™ para 3,0 mL min™ gerou um
aumento significativo do sinal analitico (Figura 2.12). Provavelmente, este
aumento de vazao proporcionou uma menor dispersao dos reagentes dentro da
cela de medida (100cm) e conseqlentemente uma maior concentragao dos
reagentes para a reagao quimiluminescente. Vazdes maiores que 3,0 mL min”
nao proporcionaram aumentos significativos do sinal analitico. Portanto, o tempo
de acionamento de 4 s das valvulas solendides e vazdes de 3,0 mL min™' para os
reagentes foram escolhidos para estudos futuros. Esses parametros
estabelecidos implicam em aliquotas de aproximadamente 200,0 uL das solugdes
de luminol, ferricianeto de potassio e perdxido de hidrogénio, inseridos no

percurso analitico do médulo de analise.
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Figura 2.12 — Efeito do volume da mistura reacional (diferentes tempos de
acionamento das valvulas em diferentes vazdes). Os estudos foram realizados
empregando o sistema em fluxo (Fig. 2.6) nas seguintes condi¢des: Ry = solu¢des
de luminol 2,5 mmol L™, R, = solucdo de peréxido de hidrogénio 2,0 x 10* mol L™;
Rs = solucdo de ferricianeto de potassio 10,0 mmol L™, C = agua; vazdo das
solugdes 2,4 — 3,6 mL min'; tempo de acionamento das valvulas Vi-V, por
20-6,0s.

determinagao

A Tabela 2.3 apresenta os resultados dos principais estudos
realizados na otimizagdo do sistema de analise em fluxo para a determinacao de
peréxido de hidrogénio empregando a reagao quimiluminescente luminol-H,O,-
Fe(CN)s™.

TABELA 2.3 — Estudo da otimizacdo do sistema em fluxo empregado na

determinagao de perdxido de hidrogénio

Parametro Faixa estudada Valor selecionado
[luminol)/mmol L™ 0,5a4,0 2,5

[Fe(CN)g]*>/ mmol L 5,0 a 50 10

Acionamento das valvulas (s) 2a6 4

Vazao dos reagentes /mL min™ 21a3,6 3,0

Cela de medida/ cm 50 a 150 100




2.3.4.4 — Caracteristicas analiticas do sistema

Uma curva analitica obtida para as solugdes de referéncia de
peroxido de hidrogénio € apresentada na Figura 2.13. As condi¢des utilizadas
para obtencdo da curva analitica, estdo apresentadas na Tabela 3. A curva
analitica obtida, nas concentracdes de 2,2 x 10° a 4,5 x 10™ mol L™ de H,0,,
seguiu um comportamento descrito pela equagéao de 22 ordem: Intensidade (mV)
= 0,883 + 1,016x107[H.0,] - 6,337x10°[H,0,]>, R®> = 0,999. Nas condicdes
otimizadas, os coeficientes de variagao (RSD) foram estimados em 1,8 % e 0,6%
para 10 medidas, correspondente a solucdes de 7,6 x 10° mol L e 6,8 x 10 mol
L™ de peréxido de hidrogénio, respectivamente. Os sinais transientes obtidos para
as concentragdes crescentes de perdxido de hidrogénio, bem como aqueles
utilizados na avaliacdo da repetibilidade da resposta sdo apresentados nas
Figuras 2.14 e 2.15 respectivamente.

Segundo as recomendagdes da IUPAC*, o calculo do limite de
deteccao se baseia no desvio padrao do branco. Com base nestas informagdes, o

limite de detecgao estimado foi de 1,8 x 10 mol L.
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Figura1 2.13 - Curva analitica para solucdes de H.O, entre 2,2x 10° a 4,5 x 10™
mol L.
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Figura 2.14 — Sinais transientes referentes as solugbes padrdoes de H,O, (1-10)
de 2,2x10°mol L' a 4,5 x 10*mol L™

800 — B

600 —

400 -

Intensidade de luminescencia/mv

200 - A
T T T T T
0 1 2 3 4 5
Tempo/min.

Figura 2.15 — Estudo da repetibilidade dos sinais analiticos para as solugdes
padrdes de H,O, A: 7,6 x 10°mol L™ e B: 6,8 x 10° mol L™,



Na Tabela 2.4 sdo apresentadas as principais caracteristicas analiticas do
procedimento em fluxo proposto, bem como de alguns procedimentos em fluxo

que empregam fotodiodos no monitoramento da radiagao quimiluminescente.

TABELA 2.4 — Caracteristicas analiticas do sistema em fluxo para determinagao

de perdxido de hidrogénio por quimiluminescéncia, empregando fotodiodo como

detector

Parémetro analitico Método Leite et Borges et Rocha
proposto  al** al® ot af°

Linearidade 22-213* 25-315 25-500 1,0-80

(wmol L) 2,2 — 450°

Limite de deteccdo 1800 1000 800 400

(nmol L™

Frequéncia de 200 70 150 120

amost. (deter h™")

Luminol (ug/deter) 90 500 478 55

Fe(CN)> 0,7 10,6 9,8 1,0

(mg/deter)

@ comportamento linear da curva analitica
® comportamento da curva analitica descrita por uma equacéo de 22 ordem

Os sistemas analiticos em fluxo com detecgdo por quimiluminescéncia,
para a determinacdo de H,O,, apresentados na Tabela 2.4, destacam-se pela
simplicidade da instrumentacdo necessaria para a implementacdo dos
procedimentos e freqiéncias de amostragem apresentadas.

Comparando os trabalhos realizados, empregando a configuragao do FIA

classico®*

, com o procedimento proposto, verifica-se que as linearidades de
resposta obtidas nos procedimentos sdao muito semelhantes, apesar do trabalho
de Leite et ar** utilizar como detector um espectrofotémetro (fotodiodo) e Borges et
al®® empregaram dois fotodiodos de silicio. Uma diferenga significativa se observa
entre os procedimentos, quando se compara o consumo de reagentes, que neste

caso € muito menor quando se utilizada o conceito de multicomutacéo (em média



5 vezes menor para o luminol e 15 vezes menor para o hexacianoferrato (lll) de

potassio).

Verifica-se que no procedimento analitico empregando-se mini bombas
solendides® para o gerenciamento das solugdes, foi possivel minimizar ainda

mais o consumo do reagente luminol,

Todos os procedimentos de uma maneira geral se destacam pela faixa de
linearidade de resposta, geralmente observados nos procedimentos com detecgéo
quimiluminescente e pela alta frequéncia analitica e baixo consumo de reagentes

quando se utiliza os conceitos de multicomutagao.

2.3.4.5 — Estudo de adicao e recuperagao de peréxido de hidrogénio em

amostras comerciais

Nos estudos de adicdo e recuperagdo, trés concentragcbes de
perdxido de hidrogénio, a saber: 4,48 x 10°, 2,51 x 10°e 4,03 x 10° mol L™, foram
adicionas a 4 amostras de creme contendo perdxido de hidrogénio. Os resultados
obtidos nestes estudos sdo apresentados na Tabela 2.5.

TABELA 2.5 - Estudo de adi¢cao e recuperagao de peroxido de hidrogénio em

amostras de cremes comerciais

Amostras H,O, (mol L' x 10°%) Recuperagéao (%)
Adicionado Recuperado
1) Peroxido de 4,48 4,51+0,20 101
hidrogénio em 25,1 26,0+0,3 103
Creme (30 vol.) 40,3 40,8+0,1 101
2) Peroxido de 4,48 4,60+0,20 103
hidrogénio em 25,1 24,2404 96,4
Creme (30 vol.) 40,3 42,0+0,4 104
3)Perdxido de 4,48 4,41+0,50 98,4
hidrogénio em 25,1 25,5+0,3 102
Creme (40 vol.) 40,3 40,5+0,4 100
4)Peroxido de 4,48 4,50+0,20 100
hidrogénio em 25,1 24,5+0,5 97,6
Creme (20 vol.) 40,3 40,0+0,4 99,2

n=3



Os resultados obtidos nos estudos de adigao e recuperacao nas 4
amostras de peroxido de hidrogénio, apresentaram valores de recuperagdo que
variaram de 96,4 a 103%, indicando assim auséncia de efeito de matriz na

determinagao de peroxido de hidrogénio.

2.3.4.6 — Determinacao de peroxido de hidrogénio em amostras comerciais

empregando o sistema em fluxo com detecg¢ao quimiluminescente

O procedimento analitico desenvolvido foi aplicado na determinagao
de peréxido de hidrogénio em amostras comerciais. Os resultados das analises
obtidas foram comparadas com o método comparativo (titulacgdo com
permanganato de potassio) e com os valores rotulados. A Tabela 2.6 apresenta
os resultados obtidos empregando-se o método proposto e o método

comparativo, bem como os teores de H,O5 rotulados.

TABELA 2.6 - Determinagdo de perdxido de hidrogénio em formulagdes

comerciais pelo método quimiluminescente e pelo o método comparativo.

H>0, (mol/L) Erro Relativo (%)
Amostras
Valor  Comparativo Método proposto E1 =
(% m/v)
rotulado  (Titulagado)

Amostra 1 2,65 2,59+0,01 2,65+0,01 0 2,3
30 vol (9%)
Amostra 2 2,65 2,61+0,02 2,63+0,03 -0,7 0,7
30 vol. (9%)
Amostra 3 3,53 3,50+0,01 3,53+0,02 0 0,8
40 vol (12%)
Amostra 4 1,76 1,75+0,01 1,76+0,01 0 0,6
20 vol. (6%)

n=3

E+ = erro relativo entre o procedimento proposto e o valor rotulado;

E» = erro relativo entre o procedimento proposto e comparativo.



Avaliando o conjunto de resultados obtidos estatisticamente
(aplicacédo do teste t pareado), nao foi observada diferenca estatistica entre os
mesmos a um nivel de confianca de 95%, estando os erros relativos em um

intervalo de erro aceitavel.

2.4 - Conclusoes

Os estudos realizados empregando-se a cela de fluxo construida
com tubo de polietileno (0,8 mm de didametro interno), associada a um fotodiodo
de silicio, demonstraram o potencial do sistema para monitoramento de reagdes

quimiluminescentes em aplicagdes analiticas.

A associagcdo da deteccdo quimiluminescente ao sistema em fluxo
construido empregando valvulas solendides, para a determinagéao de perdxido de
hidrogénio apresentou boa sensibilidade e linearidade de resposta, além do baixo
consumo de reagentes (luminol e ferricianeto de potassio), quando comparado
com os procedimentos analiticos empregando a configuragdo do Fia classico.
Também apresentou caracteristicas analiticas similares a procedimentos

analiticos quimiluminescentes construidos com mini-bombas solendides.



CAPITULO 3

PROCEDIMENTO ANALITICO EM FLUXO COM
DETECCAO QUIMILUMINESCENTE PARA A
DETERMINACAO DE GLICOSE EM AMOSTRAS
ALIMENTICIAS E BIOQUIMICAS



3. Apresentacao

Neste Capitulo sera apresentada uma revisao bibliografica sobre os
procedimentos analiticos para a determinacdo de glicose. Na sequéncia serao
apresentados os procedimentos analiticos, otimizagao dos sistemas em fluxo para
a determinagcdo de glicose em diferentes matrizes (sucos, mel, produtos
farmacéuticos e plasma sanguineo). Também sao abordados alguns estudos
sobre a imobilizagdo da enzima glicose oxidase em suporte de silica de

porosidade controlada.

3.1 Revisao Bibliografica

Muitos métodos para a determinagdo de glicose s&o descritos na
literatura. Os métodos quimicos, na maioria das vezes, se baseiam na
caracteristica redutora do grupo aldeido da glicose com certos sais e acidos
nitroaromaticos. Entretanto, dependendo da matriz da amostra analisada, estes
nao apresentam seletividade. A “Association of Official Analytical Chemists”
descreve para a determinagdo de glicose, um método espectrofotométrico
empregando cobre(ll) em solugdo de biftalato de potassio em meio alcalino e

também um polarimétrico.

A seguir sdo descritos alguns trabalhos da literatura sobre a
determinacdo de glicose, empregando glicose oxidase imobilizada em sistemas

de analise por injecdo em fluxo.

NIEMAN et al.>" apresentaram um sistema de analises por injecao
em fluxo, para a determinacdo de sacarose, maltose, lactose, frutose e glicose.
Foram empregadas varias enzimas como a glicose oxidase, mutarrotase,
invertase, glicose isomerase, lactase e amiloglicosidase. Estas enzimas foram
imobilizadas e acondicionadas em diferentes reatores com dimensdes de 5,6 cm x
3,0 mm. Dependendo do agucar a ser analisado, as respectivas colunas
enzimaticas eram introduzidas no percurso analitico, com o auxilio de um injetor.
O peroxido de hidrogénio produzido, como produto das reagdes enzimaticas com

0s respectivos agucares, reagia com o luminol na presenga da peroxidase, sendo



a radiagcdo emitida da reacdo quimiluminescente, monitorada por uma
fotomultiplicadora. A curva analitica apresentou linearidade de 0,2 a 1,0 mmol L’
para os agucares glicose, sacarose e maltose e 3,0 ymol L™ a 3,0 mmol L para
frutose e lactose. Varias outras caracteristicas da estabilidade das enzimas foram

apresentadas pelos autores.

GORTON e OGREN®? desenvolveram um sistema de analise por
injecdo em fluxo para a determinagado de glicose e uréia em amostras de soro e
urina, respectivamente. O sistema em fluxo continha as enzimas glicose oxidase e
urease imobilizadas, além de uma unidade de didlise, para a remogao de
proteinas e outros interferentes em potencial. Para a determinagao de glicose,
monitorou-se espectrofotometricamente em 555 nm, um complexo colorido
formado na reagdo entre o perdxido de hidrogénio, proveniente da oxidagdo da
glicose pela glicose oxidase imobilizada, e os reagentes 4-aminofenazona e N,N-
dimetilanilina. O intervalo linear de resposta para glicose foi de 1,6 x 10 a 1,6 x
102 mol L. A determinagdo da uréia baseou-se na sua conversdo em amdnia,
pela urease, que foi monitorada potenciometricamente, empregando um eletrodo
de vidro para medidas de pH contendo uma membrana de difusdo gasosa. A
resposta potenciométrica foi linear no intervalo entre 2,0 x 10%a 3,1 x 10™" mol L™

para uréia.

Um sistema em fluxo para o monitoramento em linha de glicose em
cultura de células animal foi proposto por HUANG et al.>®> A enzima glicose
oxidase foi imobilizada em silica de porosidade controlada e o reator enzimatico
acoplado no sistema em fluxo. Quando uma aliquota da amostra, previamente
tratada em linha por um sistema de filtracdo e dialise, passava pelo reator
enzimatico contendo glicose oxidase, o peroxido de hidrogénio era produzido e
posteriormente detectado por quimiluminescéncia, utilizando os reagentes luminol
e hexacianoferrato(lll) de potassio. A curva analitica apresentou resposta linear
na faixa entre 1,0 x 10° e 5,0 x 102 mol L' de glicose, com desvio padrao relativo
de 3% (n=5). Os resultados obtidos empregando-se o procedimento proposto
foram concordantes com os resultados obtidos empregando-se um procedimento
off-line, (Yellow Springs Instrument). O reator enzimatico de glicose oxidase
apresentou uma estabilidade de quatro semanas e frequéncia de amostragem foi

estimada em 20 determinagdes por hora.



YAO et al.** propuseram um procedimento analitico em fluxo para a
determinagao de glicose, acido urico e colesterol em amostras de soro sanguineo.
O procedimento baseou-se na detec¢cdo amperomeétrica do peroxido de hidrogénio
produzido nas reacdes enzimaticas com um eletrodo de platina, modificado com
um filme de poli-1,2-diaminobenzeno. A curva analitica foi linear no intervalo de
5,0 a 500 mg L' para glicose, de 1,0 a 50 mg L™ para acido urico e de 5,0 a 250
mg L™ para colesterol.

Um eletrodo para a determinacdo de glicose em produtos

farmacéuticos foi desenvolvido por MAGNA et al.®®

O eletrodo para glicose foi
construido imobilizando-se a glicose oxidase em uma membrana de acetato de
celulose que foi afixada na superficie de um eletrodo de tungsténio-6xido de
tungsténio. Os ions H3O" produzidos na reacgdo enzimatica foram detectados no
eletrodo de tungsténio. A curva analitica foi linear entre 2,4 x 10* e 1,7 x 10™ mol
L', em tampao fosfato pH 5,5, com coeficiente de correlagcdo de 0,993 e
coeficiente angular de 51,3 mV/década. Os resultados obtidos empregando-se o
procedimento potenciométrico foram concordantes com aqueles resultados
obtidos empregando-se o procedimento espectrofotométrico em um nivel de 95%

de confianga.

Um sistema enzimatico para determinagdo de glicose em sucos de
frutas e soro humano com deteccdo eletroluminescente foi desenvolvido por
LAESPADA et al.’® O peréxido de hidrogénio gerado reagiu com o radical obtido
pela oxidacao eletroquimica do luminol no eletrodo de carbono vitreo. O limite de
deteccgao foi de 4,3 x 10° mol L. A curva analitica foi linear no intervalo de
concentragdo entre 5 e 50 pg mL" de glicose. Uma membrana de didlise foi
acoplada ao sistema em fluxo para minimizar os efeitos de matriz, melhorando a
estabilidade do eletrodo, obtendo-se uma curva analitica entre 50 e 300 ug mL™.
No sistema de deteccao por eletroquimiluminescéncia, a instrumentacdo € mais
complexa do que na quimiluminescéncia, pois requer um potenciostato e uma
cela de medida. A maior desvantagem do método proposto € a instabilidade do
eletrodo. O problema é acentuado quando as amostras incluem matrizes
complexas, como soro sanguineo. Mesmo utilizando-se uma membrana de
didlise, o sinal permaneceu estavel por 2 h, apdés esse tempo diminuiu

progressivamente, e s pode ser recuperado polindo-se a superficie do eletrodo.



Um sistema SIA para o monitoramento de glicose e penicilina, em

P’. O sistema

um reator contendo micélios de fungos foi proposto por MIN et a
consistiu de uma bomba peristaltica, uma valvula de inje¢cdo, duas bombas de
pistdo, duas valvulas de multiposicdo e dois detectores, um quimiluminescente e
outro espectrofotométrico. O monitoramento da glicose foi realizado de forma
indireta, pela determinacdo do peréxido de hidrogénio, produzido na reagao da
glicose com a glicose oxidase, por quimiluminescéncia. A determinagcdo de
penicilina foi baseada na formacao de acido penicildico pela enzima penicilinase.
O acido peniciléico foi detectado por quimiluminescéncia e por espectrofotometria
(descolorimetria). No método quimiluminescente, o acido penicildico foi
quantificado pelo efeito quelante no sinal quimiluminescente obtido quando o
luminol reagiu com o iodo. No método espectrofotométrico, o acido penicildico foi
detectado espectrofotometricamente pela diminuicdo da absorbancia do complexo
iodo-amido. Os autores ndo apresentaram as principais caracteristicas analiticas
do sistema proposto como exatidao, precisdo e consumo de reagentes. O sistema

apresentou frequéncia analitica de 15 determinagdes por hora.

Um sistema em fluxo para a determinagédo de glicose em amostras
de sangue, com deteccdo amperométrica foi proposto por MILARDOVIC et al.>® A
enzima glicose oxidase e o reagente ferricianeto de potassio foram imobilizados
na superficie de um eletrodo de niquel. O perdoxido de hidrogénio, gerado na
oxidacao da enzima, reagia com o] ferricianeto. O par
hexacianoferrato(lll)/hexacianoferrato(ll) era regenerado eletroquimicamente em
potencias de —100 mV. O eletrodo mostrou resposta linear entre 5 umol L™ e 2,9
mmol L'1, uma vida util de aproximadamente 3 meses com decréscimo de 30% na

sensibilidade.

QIN et al,*® descreveram um método para a determinacdo de
peréxido de hidrogénio em aguas de chuva e glicose em soro empregando
analise por injecdao em fluxo (FIA). Esses autores empregaram duas bombas
peristalticas, uma cela em espiral para deteccdo quimiluminescente e enzima
glicose oxidase imobilizada em esferas de vidro. Os reagentes luminol e
cobalto(ll) foram imobilizados em resinas de troca anidnica fortemente basica e de
troca catidnica fracamente acida, respectivamente. O método proposto para a

determinacdo de peroxido de hidrogénio apresentou caracteristicas analiticas



como linearidade entre 4,0 x 108 e 1,0 x 10 mol L™, limite de detecgdo de 1,2 x
10® mol L™, desvio padrao relativo inferior a 5% e freqiiéncia de amostragem de
50 determinagdes por hora. Para a determinag&o de glicose, os autores obtiveram
linearidade entre 5,0 x 107 e 5,0 x 10 mol L™, limite de detecgéo de 2,0 x 107
mol L' com desvio padréo relativo de 4%. Nesse procedimento, observa-se um

volume de efluente gerado de 7 mL por determinagao.

CHEN et al®® desenvolveram um método fluorescente para a
determinacdo de glicose pela jungdo da reacédo fluorescente de &acido p-
hidroxifenilacético e H,O,, e hemin como catalisador. A glicose pode produzir
H>0, em solugao quando irradiada com luz UV, mesmo na auséncia da glicose
oxidase. No procedimento proposto foi observada linearidade entre 0,1 e 6 x 10”7
mol L™ de glicose, limite de deteccdo de 1,7 x 10® mol L™, desvio padrzo relativo

de 3,9% (n=6), para a determinagdo de 1 x 107 mol L™ de glicose.

Um sistema microfluidico acoplado a um biossensor quimiluminescente foi
proposto por ZHANG et al.®' para a determinacéo de glicose em soro humano. A
glicose oxidase foi imobilizada em silica de porosidade controlada e
acondicionada dentro de um reservatério. Os reagentes analiticos, luminol e
ferrocianeto, foram co-imobilizados eletrostaticamente em resina de troca
anibénica. A enzima e os reagentes foram acondicionados no chip de dimensdes
de 25x45x5mm. A glicose foi determinada pela reagdo quimiluminescente entre o
peréxido de hidrogénio produzido pela reacdo enzimatica e os reagentes
quimiluminescentes e, detectados por um Ilumindmetro. No procedimento
proposto foram observadas caracteristicas analiticas de linearidade entre 1,1 e
110 mmol L™, limite de deteccdo de 0,1 mmol L™, desvio padrao relativo de 5,5

mmol L™ e freqiiéncia de amostragem foi de 12 determinagées por hora.

3.2 Parte Experimental
3.2.1- Principio do método
Inicialmente a glicose € oxidada, na presenga de oxigénio, pela

enzima glicose oxidase, produzindo acido glicbnico e perdoxido de hidrogénio

conforme mostrado na reacao 3.1.



B-D-glicose + O, + H,O0 —S9B 5 4cido D-gliconico + H,0, (3.1)
Posteriormente, o H,O, produzido (oxidante forte), reage com o
luminol na presenca do hexacianoferrato(lll) de potassio (catalisador), conforme e

mostrado na reagao 3.2.

[Fe(CN)gl*

H o
iy * 40H + H0, —» o * 4H0 + Ny+hv (3.2)

I [
H, O NH, O

A magnitude da radiagédo luminescente medida, é entdo relacionada

com a concentracdo de peroxido de hidrogénio ou glicose na amostra.
3.2.2 — Equipamentos e acessorios

Para construgdo dos moédulos de analise foram empregados tubos
de polietileno (0,8 mm d.i) e confluéncias feitas de acrilico. A propulsdo dos
fluidos foi feita com uma bomba peristéltica Ismatec (IPC-8), equipada com tubos
de propulsdo de Tygon de diferentes didametros. O controle do moédulo de analise
e aquisicdo de dados foram realizados empregando-se um microcomputador
(Pentium 233 MHz), equipado com uma interface eletronica (Advantec Corp.,
PCL-711S). A linguagem de programacao foi LabVIEW 7.0. As medidas da
radiacdo quimiluminescente (expressas em mV) foram feitas empregando um
fotodetector OSD 50-E e uma cela de medida de polietleno como descrito no
item 2.3.2.

3.2.3 — Reagentes e solugoes

3.2.3.1 — Reagentes e solugoes empregados no estudo da imobilizagao da

enzima glicose oxidase

Neste estudo, foram empregadas silica de porosidade controlada
com didmetro de poro de 170 A (200-400 mesh), enzima glicose oxidase (50000 —



80000 U/gm de sdlido), Glutaraldeido 25% (v/v) e 3-aminopropiltrietoxisilano

(APTS) , todos os reagentes procedentes da Sigma.

3.2.3.2 - Reagentes e solugoes empregados na otimizagao do procedimento

em fluxo para a detecc¢ao de glicose

As solugdes foram preparadas empregando agua desionizada e
reagentes de grau analitico.

A solugdo de carbonato de sodio 0,4 mol L™, pH 11,0 foi preparada
dissolvendo-se 11,056 g de K,CO3 em agua. O pH foi ajustado com solugao de

HCI 0,1 mol L™ e o volume completado para 200 mL.

A solugdo estoque de luminol 9,0 mmol L' foi preparada
dissolvendo-se 320,0 mg de 5-amino-2,3-dihidro-1,4 ftalazinediona (Sigma) em
200 mL de solugdo de carbonato de potassio 0,4 mol L™ (pH 11,0). A solugéo foi
preparada 3 dias antes do uso e armazenada em frasco ambar mantida sob
refrigeragdo. A solugao de trabalho na concentragdo de 2,5 mmol L™ de luminol foi
preparada por diluicdo apropriada da solucdo estoque em solugao de carbonato
de sédio 0,4 mol L™,

A solugdo estoque de hexacianoferrato(lll) de potassio 50,0 mmol
L™ foi preparada dissolvendo-se 4,132 g do sal (Reagen) em 500 mL de agua
desionizada. A solucdo de trabalho na concentracdo de 10,0 mmol L' de
hexacianoferrato(lll) de potassio foi preparada por diluicao apropriada da solugao
estoque em agua desionizada.

Solugdes estoque de glicose 2500 mg L' foram preparadas
dissolvendo-se 0,250g de glicose em 100,0 mL de agua desionizada. Esta
solugao foi mantida em repouso por 24 h, para atingir o equilibrio entre as formas
a e B da glicose. As solugdes de referéncia de glicose em concentragdes variando

de 2,5 a 500,0 mg L' foram preparadas por diluigdes da solucdo estoque.

3.2.3.3 — Preparo das amostras de mel, suco e soro glicosado

As amostras de mel de laranjeira e xarope de glicose (Karo®) foram

pesadas (1,0g) e solubilizadas em solugéo tampao fosfato 0,025 mol L™ (pH 7,0).



Posteriormente foram sucessivamente diluidas até um fator de diluicado de 25000

vezes.

As amostras de suco de uva e tomate foram diluidas 500 vezes em

solugao tampéo fosfato 0,025 mol L™ (pH 7,0).

As amostras de soro glicosado (produto farmacéutico) foram 1000

vezes diluidas em solugédo tamp3ao fosfato 0,025 mol L™ (pH 7,0).

3.2.3.4 — Preparo das amostras de plasma sanguineo

As amostras de plasma sanguineo, previamente preparadas, foram
fornecidas pelo Laboratorio de Analises Clinicas Dr. Maricondi, em frascos de

plastico fechados com volumes de aproximadamente 2,0 mL.
3.2.4 - Procedimento Experimental
3.2.4.1- Imobilizagao da glicose oxidase

A imobilizacdo da glicose oxidase em silica de porosidade
controlada (CPG) envolve varias etapas. A Figura 3.1 resume as etapas
envolvidas na imobilizagdo dessa enzima na silica. Dependendo do tipo de silica
disponivel, a etapa de silanizagdo pode ser suprimida (algumas silicas comerciais
ja vém silanizadas).

A Etapa1l, silanizacdo compreende o ancoramento de grupos

funcionais (grupos amino) nas esferas de silica. O reagente comumente
empregado nesta etapa é o ATPS (3-aminopropiltrietoxisilano). Na Etapa 2,
ativagdo, o reagente bifuncional glutaraldeido reage com o0s grupos amino
formando as bases de “Schiff’. A etapa 3, imobilizacdo da enzima de interesse,
compreende a reagao entre os grupos amino da enzima, com o grupo aldeido
livre na silica. Ha informagdes variadas na literatura sobre o procedimento de
imobilizacdo de enzimas em silica de porosidade controlada. Essas informacdes
sao dependentes das etapas envolvidas na imobilizagdo, bem como das
concentragbes dos reagentes e tempo de silanizagao, ativagdo e imobilizagao.
Portanto, a fim de estabelecer uma metodologia de imobilizagcdo, dentro das

condicdes desse trabalho, foram realizados diversos estudos sistematicos, a fim



de selecionar as variaveis mais relevantes na imobilizagcdo da glicose oxidase.
Parametros como a concentragcdo e tempo de reagcdo de ATPS e glutaraldeido,
foram avaliados pela eficiéncia de imobilizagdo da proteina ao suporte. Os
estudos iniciais foram realizados a partir de um planejamento fatorial 2*,

apresentado na Tabela 3.1.

Etapa 1 - Silanizagao

®

Etapa 2 - Ativacao
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Figura 3.1 — Etapas envolvidas na imobilizacdo de enzimas em silica de

porosidade controlada (CPG)

Numa primeira etapa, a silica foi silanizada com o reagente 3-
aminopropiltrietoxisilano (ATPS) nas concentracbes de 1,5% (v/v) e 3,5 % (v/v)
nos tempos de reagao de 20 e 40 min. Para cada 100 mg de silica, foi utilizado
2,0 mL da solugao de ATPS. Apds os tempos de reagao, a solugao de ATPS foi
retirada com o auxilio de uma seringa e a silica silanizada colocada numa estufa,
primeiramente a 80 °C por 6 h e posteriormente a 110 °C por 8 h. A etapa de

ativacao foi realizada com a solugéo de glutaraldeido (1,5 e 3,5%) em diferentes



tempos de reacdo, 20 e 40 min. Transcorrido o tempo de ativacéo, a silica foi
lavada com uma solugdo tampdo fosfato 0,05 mol L™ (pH 6,5), para retirar o
excesso do reagente glutaraldeido. Na imobilizacdo da enzima, etapa 3, a silica
(100 mg) ficou em contato com 2 mL de uma solucéo de glicose oxidase contendo
1,25 mg de proteina/mL, durante os tempos de 2 e 6 horas. Para verificar a
quantidade de proteina que ficou imobilizada, subtraiu-se a concentragcdo de

proteina encontrada no sobrenadante, daquela inicial.

TABELA 3.1- Planejamento fatorial com valores reais das variaveis concentragao
de ATPS, tempo 1 (reacao da silica com ATPS), concentracado de glutaraldeido e

tempo 2 (reagéo da silica silanizada com glutaraldeido).

N° Exp. ATPS (%) Tempo 1 (min) Glutaraldeido (%) Tempo 2 (min)
1 3,5 40 3,5 40
2 3,5 40 3,5 20
3 3,5 40 1,5 40
4 3,5 40 1,5 20
5 3,5 20 3,5 40
6 3,5 20 3,5 20
7 3,5 20 1,5 40
8 3,5 20 1,5 20
9 1,5 40 3,5 40
10 1,5 40 3,5 20
11 1,5 40 1,5 40
12 1,5 40 1,5 20
13 1,5 20 3,5 40
14 1,5 20 3,5 20
15 1,5 20 1,5 40
16 1,5 20 1,5 20

3.2.4.2 — Diagrama do moédulo de analise em fluxo para a determinagao

quimiluminescente de glicose em sucos, mel e soro glicosado



O diagrama de fluxo do médulo de analise construido para a
determinacdo de glicose em mel, soro glicosado, suco de uva e de tomate é
apresentado na Figura 3.2. Este mddulo é constituido de 4 valvulas solendides
(V1, V2, V3 e V4) que controlam a insergdo das solugbes de reagentes e do
transportador. A valvula solendide € representada por um circulo com duas linhas
que indicam os possiveis percursos das solugdes e/ou transportador. A linha
cheia representa a passagem livre para a solugdo enquanto a linha tracejada
indica a via alternativa quando a valvula é acionada. Desta forma, na posi¢ao

indicada na Figura 3.2 , apenas a solugao transportadora esta fluindo pelo

sistema.
c 2 6ob
v, % 1 v

Figura 3.2 — Modulo de analise em fluxo para a determinagao de glicose: valvulas
solendides de trés vias: V1= controle da solugdo transportadora C (solugéo
tampao fosfato 0,025 mol L' pH 7,5; V. = controle de injecdo da solugado de
amostra e/ou padrbées de glicose; V3 = controle da solugdo de luminol e V4 =
controle da solugdo de hexacianoferrato (lll) de potassio; ponto de confluéncia =

y; coluna enzimatica = GOD e sistema de deteccdo quimiluminescente (DET).

O funcionamento do médulo de analise € muito simples e pode ser
resumido em alguns passos. Inicialmente, todas as valvulas estdo desligadas e

(como a valvula do transportador é ligada de forma invertida) apenas a solugao



transportadora flui pelo percurso analitico. Para a introdugdo de uma aliquota de
amostra ou padrao no sistema, as valvulas V4 e V, sdo acionadas durante um
tempo pré-determinado. Assim o fluxo da solugdo transportadora € interrompido
(valvula V1) e a solugdo de glicose seja introduzida no percurso analitico. A
solugéo de glicose é entao transportada pelo carregador em diregdo a coluna no
qual esta imobilizada a glicose oxidase (GOD). As valvulas V3 e V4 sao entéo
acionadas e as solugdes dos reagentes luminol e hexacianoferrato(lll) de potassio
sao introduzidas no sistema. Ocorre a mistura e reagdo com o perdxido de
hidrogénio, produzido na reagao enzimatica, que produz uma luminescéncia que &
entdo monitorada pelo fotodiédo de silicio.

O percurso analitico entre o ponto de confluéncia x e a entrada da
cela de detecgao foi estabelecido em 20 cm. O reator enzimatico contendo glicose
oxidase imobilizada possui as dimensdes de 2,0 cm x 3,0 mm, e a cela de medida
€ um tubo de polietileno contendo 100 cm de comprimento e 0,8 mm di.

Foram realizados varios experimentos com o médulo de analise descrito, a
fim de se otimizar os parametros envolvidos no desenvolvimento da reagao
enzimatica e luminescente para a determinagdo de glicose em mel, xarope de
glicose, soro glicosado, suco de uva e de tomate. Avaliou-se a influéncia do
volume de amostra e dos reagentes quimiluminescentes, além da concentragao
hidrogénibénica (pH) sobre a catalise enzimatica. Apds a otimizagédo dos principais
parametros fisico-quimicos envolvidos, foram realizados estudos de adigdo e
recuperacao nas amostras e a quantificacdo de glicose nas amostras de mel,
xarope de glicose, soro glicosado, suco de uva e tomate. Por fim, avaliou-se a

estabilidade da coluna enzimatica.

3.2.4.3 — Diagrama do moédulo de analise em fluxo para a determinagao

quimiluminescente de glicose em plasma sanguineo

Para a determinagao de glicose em plasma sanguineo, o médulo de
analise apresentado na Figura 3.3 foi proposto. Este modulo € constituido de 5
valvulas solendides (V4, V2, V3 V4 e Vs) que permitem a insergdo das solugdes de
reagentes e do transportador. Uma al¢ca de amostragem L1 de 25 uL e uma bobina
de dispersao de 100 cm (B4) foram empregadas no percurso analitico, em fungéo

do pequeno volume de amostra e, que os resultados obtidos se projetassem



dentro de uma faixa de concentragao pré- estabelecida. O descarte das solugdes,

bem como a solugcdo do sistema de injecao hidrodindmica, foram realizados em

v4| :Rz
c v, Vs @) eop _‘_>
Vv,
s R
Ar 1
(-

Padrdes e/ou
amostra

um frasco contendo solucéo de hipoclorito de soédio 5% v/v.

Bobina

Figura 3.3 — Mddulo de analise em fluxo para a determinagao de glicose: valvulas
solendides de trés vias: Vi= controle da solugdo transportadora C (solug&o
tampao fosfato 0,1 mol L (pH 7,5); V2 e V3= controle da solugdo de amostra e/ou
padrdes de glicose; V4= controle da solugao de luminol e Vs = controle da solugao
de hexacianoferrato(lll) de potassio; y = ponto de confluéncia; coluna enzimatica =

GOD e sistema de detecgao quimiluminescente DET).

O funcionamento do médulo de analise pode ser resumido em
alguns passos. Inicialmente todas as valvulas estdo desligadas e, como a valvula
do transportador € ligada de forma invertida, apenas a solug&o transportadora flui
pelo percurso analitico. Para a introdugao de uma aliquota de amostra ou padrao
no sistema, as valvulas V; V,; e V3 sdo acionadas durante um tempo pré-
determinado, assim o fluxo da solugao transportadora ¢é interrompido (valvula V)
a valvula V, quando acionada, funciona como um vacuo, permitindo assim que a
solugdo de glicose seja introduzida no percurso analitico pela valvula Vs, até
preencher a alga de amostragem L4. A quantidade de solugdo de glicose inserida,
depende do tamanho da al¢ga de amostragem L. Apos o preenchimento da alga
de amostragem, a solug¢ao de glicose é transportada pelo carregador em direg&o

a coluna no qual esta imobilizada a glicose oxidase (GOD). As valvulas V4 e V5



sdo acionadas e os reagentes luminol e hexacianoferrato(lll) de potassio séo
introduzidos no sistema. Ocorre a mistura e reagdo destes reagentes com o
peréxido de hidrogénio, produzindo a quimiluminescéncia que €& entdo
monitorada.

Estudos preliminares foram realizados a fim de se definir o tamanho
da alga de amostragem L e da bobina de dispersédo B;. Posteriormente em
funcdo da mudanga do percurso analitico, foram realizados estudos do tempo de
espera “delay” para o acionamento das valvulas que gerenciam a inser¢géo dos
reagentes luminol e hexacianoferrato(lll) de potassio. Também foram otimizados
os volumes destes reagentes inseridos no percurso analitico. Por fim, estudos de
adicdo e recuperacdo da amostra e quantificacdo de glicose em plasma

sanguineo foram realizados.

3.2.4.4 — Método comparativo

O método comparativo empregado para a analise de glicose foi o
método enzimatico com deteccdo espectrofotométrica realizado com um kit
comercial da empresa LABORLAB CAT n° 02200%. O principio do método é
apresentado nas equacodes abaixo.

Inicialmente a enzima glicose oxidase (GOD) catalisa a oxidag&do da

glicose, formando acido glicbnico e perdxido de hidrogénio (equagéao 3.1).

—Got

B -D-glicose + O, + H,O acido glicénico + H,O, (eq.3.1)

PE

2 H,0O; + 4-aminoantipirina + fenol ,

antipirilquinonimina + 4 H,O (eq. 3.2)

Na sequéncia, o peroxido de hidrogénio formado reage com o 4-
aminoantipirina e fenol, catalisado pela enzima peroxidase (PE) (eq. 3.2),
formando um produto, antipiriiquinonimina, de coloracdo avermelhada, cuja
intensidade, monitorada em 530 nm, é correlacionada com a concentracdo de

glicose na amostra.

3.3. Resultados e discussao

3.3.1 —Imobilizagao da glicose oxidase no suporte de silica



Para avaliar a influéncia dos parametros envolvidos nas diferentes
etapas da preparacéo do suporte para a imobilizagdo da enzima (glicose oxidase),
como a concentragdo dos reagentes e tempo de reacdo, foram realizados
inicialmente 16 experimentos empregando planejamento fatorial, sendo os

resultados apresentados na Tabela 3.2.

TABELA 3.2- Resultados obtidos no Planejamento Fatorial, expresso em

quantidade de proteina imobilizada/grama de silica, tempos de imobilizacdo de 2

e 6 horas
N° Exp. Imobilizagao (2 horas) Imobilizagao (6 horas)
Proteina (mg/g silica) Proteina (mg/g silica)
1 2,13 6,15
2 1,35 5,48
3 2,13 6,39
4 2,16 5,47
5 2,18 5,83
6 2,34 5,42
7 1,40 6,11
8 1,23 4,96
9 0,45 5,75
10 - 2,50
11 - 2,39
12 0,51 1,36
13 0,99 1,63
14 1,83 1,04
15 1,07 2,23
16 0,86 1,32

Os resultados obtidos fornecem informagdes sobre qual ou quais
sdo as variaveis importantes e se existe interagdes significativas nas etapas de
silanizagao e ativacdo do suporte. A partir dos resultados obtidos, expressos em
quantidade de proteina imobilizada por grama de silica (Tabela 3.2), iniciou-se a
analise destes dados, com o auxilio de uma ferramenta estatistica computacional
STATGRAFIC PLUS. O grafico de pareto apresentado na Figura 3.4 descreve a
relevancia de cada variavel e as possiveis interagdes, resultado esse obtido a



partir da analise de variancia do planejamento experimental. A linha localizada na
abscissa (~ 3,2) representa o erro padrao experimental, sendo que somente as
variaveis com valores além deste limite sdo consideradas estatisticamente
significativas. Observou-se que somente a variagdo da concentragdo de ATPS de
1,5% para 3,5% apresentou um significativo ganho de proteina imobilizada.

(A) ATPS

(BC)

(AB)

(BD)

(B) Tempo 1
(AC)

(D) Tempo 2

(C) Glutaraldeido
(CD)

(AD)

Figura 3.4 - Grafico de pareto obtido da andlise das variaveis estudadas e suas

interacdes.

Uma forma de se avaliar a influéncia das variaveis e suas interagdes
€ 0 emprego de diagramas contendo as respostas médias das combinagdes e os

niveis das variaveis estudadas, como apresentado na Figura 3.5
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Figura 3.5- Teores de proteina imobilizada (mg de proteina/g de silica)

empregando diferentes concentragdes de reagentes (A) e tempos de reacao (B).

Examinando esse diagrama pode-se concluir que:

1) O aumento da concentragdo de ATPS melhora a imobilizagdo da enzima,
sendo que esse efeito ndo € alterado com a variacdo da concentragao de
glutaraldeido (1,73 a 2,00), demonstrando nao haver interagdo entre as
variaveis.

2) A variagédo da concentracdo de glutaraldeido de 1,5 a 3,5% v/v nao teve
influéncia na imobilizagcado da enzima.

3) O maior rendimento de imobilizagdo foi obtido empregando 3,5% v/v de
ATPS e concentragdes de glutaraldeido de 1,5 a 3,5% v/v.

4) A variagéo do tempo de reacdo de 20 e 40 min do ATPS e do glutaraldeido

com a silica, demonstra ndo haver influencia na imobilizagdo da enzima.

As variaveis concentragao e tempo de reacédo do glutaraldeido nao
se mostraram estatisticamente significativas, assim € possivel utilizar tempos de
20 min e uma concentragado em torno de 2,5% v/v de glutaraldeido, sem perda da
eficiéncia da imobilizagao.

Os primeiros estudos realizados para avaliar e definir as variaveis
mais significativas que envolvem a imobilizagdo da enzima foram realizados
empregando-se um tempo de imobilizagdo da enzima no suporte de 2 h. Portanto,
a fim de se verificar qual a influéncia do tempo de imobilizagdo da enzima no
suporte, repetiu-se o planejamento experimental apresentado na Tabela 3.2,



porém empregando um tempo de 6 h na imobilizacdo da enzima (etapa 3). A
unido do planejamento fatorial com 2 h e 6 h de imobilizacdo da enzima, forneceu
um novo planejamento com dois niveis e 5 variaveis (2°), totalizando 32
experimentos.

Os resultados obtidos com o novo planejamento foram avaliados, e

os principais efeitos sdo apresentados no grafico de pareto da Figura 3.6.
Analisando-se o grafico mostrado na Figura 3.6, observa-se que a concentragao
de ATPS ainda possui significancia estatistica, porém acompanhado da influéncia
do tempo de imobilizagdo da enzima e uma interagdo entre ambos. O efeito de
interacado significativo, indica que os efeitos principais devem ser interpretados
conjuntamente, pois a variagdo de um parametro influéncia o desempenho da

outra variavel.
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Figura 3.6 - Grafico de relevancia das variaveis estudadas e suas interagoes.

Avaliando as interagdes na forma de diagramas, Figura 3.7,
observou-se que ambas possuem significativo incremento de imobilizagcéo
quando efetuadas, empregando-se 3,5% de ATPS e 6 h de imobilizagdo da
enzima . Porém, a maior influéncia foi observada no tempo de imobilizacdo da

enzima no suporte.
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Figura 3.7. Quantidade de proteina imobilizada (mg de proteina/g de silica)
empregando diferentes concentragées de ATPS (1,5 e 3,5% v/v) e tempos de
imobilizacdo da enzima de 2 e 6h.

A Figura 3.8 representa a interagcéo entre a concentragcao de ATPS e
o tempo de imobilizacdo da enzima. A variagdo do tempo de imobilizagdo de 2
para 6 h proporcionou um aumento da enzima imobilizada de 1,0 para 2,0 mg de
proteina/g de silica para a concentragao de 1,5% v/v de ATPS e de 2,0 para 6,0
mg de proteina/g de silica na concentragédo de 3,5% v/v de ATPS. Este aumento
no desempenho da imobilizagdo, cerca de 3 vezes maior, quando realizados com
6 h de imobilizacdo, comprova a interacdo destas duas variaveis, indicando que
para um maior desempenho a concentracdo de ATPS e o tempo de contato
devem variar conjuntamente.

Definidas as variaveis mais significativas, concentracao de ATPS e
tempo de imobilizacdo da enzima no suporte, realizou-se um planejamento
experimental de superficie de resposta para determinar qual o maximo
desempenho de imobilizagdo. Para isso foi realizada uma extrapolagéo da faixa
de trabalho baseado nos resultados anteriores e, assumindo que o maximo se
encontraria entre as concentragdes 2,5 e 4,5% v/v de ATPS e um tempo de 6 a 24
h.
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Figura 3.8- Representagdo da interagcdo entre ATPS e tempo de contato da

proteina.

A superficie de resposta obtida a partir dos resultados
experimentais, Figura 3.9, € um modelo matematico em que se pode fazer
projecbes de valores experimentais a partir de dados tedricos. A
representatividade desse modelo, calculado a partir dos erros estatisticos, possui
correlacdo de 90 + 6 %. Essa boa correlacdo permite que projecdes tedricas
sejam realizadas nesse intervalo de trabalho e assegurem a consisténcia dos
resultados.

O maximo de desempenho de imobilizacdo foi obtido com a

utilizacédo de 4,5% v/v de ATPS e 24 h de tempo de imobilizagdo, porém pode-se
observar que nao foi obtido um patamar de maximo e que existe uma tendéncia
de aumento da imobilizagdo com o emprego de maiores tempos de imobilizag&o.
Apesar da possibilidade de se obter uma maior quantidade de proteina, maior que
8,0 mg de proteina/g de silica (quantidade maxima obtida na imobilizagdo), ndo se
sabe de uma forma efetiva qual o efeito do procedimento de imobilizagao sobre a
atividade da enzima no suporte. Além disso, as enzimas imobilizadas, pela
propriedade proteica e condi¢gdes de uso, tem a natural tendéncia de perder seu
poder catalitico com o tempo, ficando evidente a necessidade da substituicao do
reator enzimatico do sistema analitico. Assim, € importante estabelecer uma
relacdo de custo e beneficio, além de um prévio conhecimento de caracteristicas
quimicas do procedimento analitico, como a linearidade da resposta e o limite de
deteccdo desejavel, tipo de detecgdo que sera empregada e a matriz na qual sera

determinado o analito de interesse. A enzima a ser imobilizada, tanto a sua



concentracdo, como o poder catalitico destas variam muito e devem também ser
investigados.
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Figura 3.9. Modelo matematico da imobilizagdo da proteina em diferentes
concentracdes de ATPS e tempos de imobilizagao.

Assim, nas condi¢cdes experimentais desse trabalho, se estabeleceu
0 seguinte protocolo para a imobilizacdo de enzimas:

Etapa 1- Concentracao de ATPS 3,5% v/v e tempo de silanizagdo de 40 min.
Etapa 2 — Concentragdo de glutaraldeido 2,5% v/v e tempo de ativagdo de 40 min.
Etapa 3 — Tempo de imobilizagado de 24 h e quantidade de enzima imobilizada por
grama de suporte em torno de 8,00 mg de proteina.

3.3.2 - Determinagao de glicose em mel, soro glicosado e suco de uva e
tomate.



O moédulo de analise empregando o conceito de comutagdo e
deteccdo por quimiluminescéncia, apresentado na Figura 3.2, permitiu a
determinagado de glicose em amostras de mel, sucos e soro. O sistema de
deteccdo empregado, fotodiodo de silicio e cela de fluxo de polietileno, foi descrito
com mais detalhes capitulo 2, item 2.2.2.

As concentragbes dos reagentes quimiluminescentes, empre%gados
nestes procedimentos foram de 2,5 mmol L™ para o luminol e 10,0 mmol L™ para
o hexacianoferrato(lll) de potassio, por apresentarem praticamente o mesmo perfil
de resposta apresentado nos itens 2.4.5.1 e 2. 4.5.2.

Inicialmente, avaliou-se o efeito do volume da solugdo de amostra a
ser inserido no percurso analitico, variando-se o tempo de acionamento das
valvulas Vi+Voem 2; 3; 4; 5 e 6 s. A vazao da solugcao de amostra e/ou padroes
foi fixada em 3,0 mL L. Os diferentes tempos de acionamento das valvulas,
implicam na inser¢cdo de aliquotas de amostra e/ou padrdes de glicose de 100;
150; 200; 250 e 300 plL respectivamente. O grafico da Figura 3.10 apresenta o
perfil dos resultados obtidos neste estudo. Um aumento da magnitude de sinal
ocorre em fungdo do aumento do volume de solugéo de glicose de 100 para 200
uL, respectivamente. Volumes de solugdo de glicose, superiores a 200 uL nao
apresentam efeito significativo sobre a intensidade do sinal analitico. Portanto,
fixou-se o tempo de acionamento das valvulas solendides (V4 e Vi) em 4 s,
correspondendo a insergéo de 200 pL de solugao de glicose no percurso analitico.
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Figura 3.10 — Efeito do volume da amostra inserida no percurso analitico, sobre a
magnitude do sinal. (V1) 0,1 mol L™ de solugéo tamp3ao fosfato pH 7,0 na vazao de
2,0 mL min™"; (V2) 9,5 x 10 mol L™ de solugéo de glicose na vazao de 3,0 mL
min™"; (Ve V4) 2,5 mmol L™ de solugéo de luminol e 10,0 mmol L™ da solugéo de
hexacianoferrato(lll) de potassio, respectivamente, nas vazdes de 3,0 mL min™

(t acionam. 10 8).



Posteriormente, avaliou-se a influéncia do volume dos reagentes
luminol e hexacianoferrato(lll) de potassio sobre a magnitude do sinal analitico.
Os volumes destes reagentes foram avaliados, variando-se o tempo de
acionamento das valvulas em 5, 7, 8 e 10 s. As vazdes das solugbes foram
mantidas em 3,0 mL min". Assim, os volumes das solugbes de reagentes
inseridos no percurso foram de aproximadamente 250, 350, 400 e 500 pL,
respectivamente. A Figura 3.11 apresenta o perfil dos resultados obtidos sobre a
magnitude do sinal analitico (mV) em fungéo da variagdo do volume de luminol e

hexacianoferrato(lll) de potassio.
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Figura 3.11 — Efeito do volume dos reagentes R1 (luminol) e R2 (hexacianoferrato
(Ill) de potassio) inseridos no percurso analitico, sobre a magnitude do sinal. (V1)
0,1 mol L™ de solugdo tampao fosfato pH 7,0 na vazao de 2,0 mL min™"; (V2) 9,5 x
10* mol L da solugdo de glicose, (t acionam. 4 S), na vazdo de 3,0 mL
min™; (Vae V4) 2,5 mmol L™ de solugdo de luminol e 10,0 mmol L™ da solugéo de

hexacianoferrato(lll) de potassio, respectivamente, nas vazdes de 3,0 mL min™



Um aumento significativo do sinal analitico € observado, quando os
volumes dos reagentes passam de ca. 250 para 400 uL. Acima de ca 400 uL, (ou
8 s de acionamento das valvulas V3 e V4), um incremento no volume nao causa
um incremento na magnitude do sinal analitico. Sendo assim estabeleceu-se um
tempo de acionamento dos solendides em 8 s, correspondendo a volumes de
cada reagente (luminol e hexacianoferrato(lll) de potassio) de ca. 400 puL.
Ademais, considerando-se as concentragbes dos reagentes, o consumo de
luminol e hexacianoferrato (lll) de potassio por determinacéo foi estimado em ca

178,0 ug e 1,32 mg, respectivamente.

Varios parametros fisico-quimicos podem afetar a eficiéncia da
catalise enzimatica. Entre eles, destaca-se o efeito do potencial hidrogeniénico
(pH) do meio reacional**. Em geral, as enzimas apresentam um pH 6timo de
reacdo. Assim, avaliou-se o efeito do pH da solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™
entre 5,5 a 8,0 sobre a magnitude do sinal analitico. A Figura 3.12, apresenta o
perfil dos resultados obtidos. Nestes estudos, observou-se que os maiores sinais
analiticos foram obtidos nos pHs 7,0 e 7,5. Acima e abaixo desta faixa de pH,
ocorreu uma diminuigdo do sinal analitico. Embora no pH 7,5 o sinal tenha sido
ligeiramente maior, escolheu-se o pH 7,0, para os estudos futuros, uma vez que
trabalhos da literatura, relatam uma maior estabilidade da enzima entre os pHs
6,0a7,0.
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Figura 3.12 — Efeito do pH da solugéao transportadora sobre o sinal analitico. (V1)
0,1 mol L™ de solugdo tampao fosfato (pH 5,5 — 8,0) na vazéo de 2,0 mL min™";
(V2) 9,5 x 10 mol L™" de solucdo de glicose na vazao de 3,0 mL

Min™ ( acionam. 4 S); (Vae V4) 2,5 mmol L' de solugéo de luminol e 10,0 mmol L™
da solugao de hexacianoferrato(lll) de potassio, respectivamente, nas vazdes de

3,0 mL min™ (t acionam. 8 S).

O efeito da concentragao ibnica da solucdo tampéo fosfato também
foi avaliado nas concentragdes de 0,025 a 0,1 mol L. Verificou-se que, nas
condicbes de estudo pré-estabelecidas, a concentragcdo da solugdo tampao
fosfato 25 mmol L' possui a mesma eficiéncia, que a solucdo tampdo de
concentragdo de 0,1 mol L', sendo entdo a concentracdo de 25 mmol L™

selecionada.

A Tabela 3.3 apresenta um resumo dos estudos de otimizagcdo do
procedimento em fluxo contendo um reator enzimatico, com glicose oxidase
imobilizada, para a determinacédo de glicose em mel, suco de uva, tomate e soro
glicosado por quimiluminescéncia.



TABELA 3.3 — Parametros estudados na otimizacdo do sistema em fluxo com o

reator contendo glicose oxidase imobilizada

Paréametro Faixa estudada Valor selecionado
Volume da solugédo de amostra (n) 100 a 300 200
Volume dos reagentes Ry e Ry (uL) 250 a 500 400
pH do carregador 55a8,0 7,0

Depois de estabelecidas as variaveis relevantes, o procedimento analitico
apresentou resposta linear para solugdes de referencia de glicose no intervalo de
concentracdo de 5,0 a 160,0 mg L™ (2,78 x 10° a 8,89 x 10 mol L™). A Figura
3.13 apresenta a curva analitica obtida, descrita pela equagéo: Intensidade (mV) =
73,60 + 18,41x[glicose] (mg L"), r = 0,9999. O limite de deteccao foi estimado em
0,4 mg L. Os sinais transientes das medidas em triplicata sdo apresentados na
Figura 3.14. Empregando uma solucéo correspondendo a 130,0 mg L™ de
glicose, foram realizadas 10 medidas sucessivas para se verificar a repetibilidade
da resposta do sistema (Figura 3.15). O coeficiente de variagdo para 10 medidas
(desvio padréo relativo) foi estimado em 1,6 %, indicando assim boa repetibilidade

dos sinais transientes.
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Figura 3.13 - Curva analitica obtida para as solu¢gbes de glicose entre 5,0 a
160 mg L™. V1) 25,0 mmol L™ de solugdo tampao fosfato (pH 7,0 na vazdo de 2,0
mL min"; (Vo) solucdes padrées de glicose na vazido de 3,0 mL
min™ (t acionam. 4 8); (V3 e V4) 2,5 mmol L™ de solugdo de luminol e 10,0 mmol L™
da solugao de hexacianoferrato(lll) de potassio, respectivamente, nas vazdes de
3,0 mL min™ (t acionam. 8 S).
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Figura 3.14 — Sinais transientes obtidos com as solu¢des padrbes de glicose de
5,0 a 160 mg L™. (V4) 25,0 mmol L™ de solugéo tampao fosfato (pH 7,0 na vazao
de 2,0 mL min"; (V2) solucdes padrées de glicose na vazdo de 3,0 mL
Min™ (t acionam. 4 S); (Va e V4) 2,5 mmol L™ de solucéo de luminol e 10,0 mmol L™
da solugao de hexacianoferrato(lll) de potassio, respectivamente, nas vazdes de
3,0 mL min™ (t acionam. 8 S).
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Figura 3.15 — Sinais transientes obtidos para uma solucéo de glicose 130 mg L™
empregando 0 modulo de analises em fluxo com detecgdo por
quimiluminescéncia



Depois de descritas as figuras de mérito do procedimento, este foi
empregado na analise de amostras de mel, soro glicosado, suco de uva e suco de
tomate. Inicialmente, foi realizado um estudo de recuperagédo de glicose nestas
amostras. Nestes estudos, duas concentragdes diferentes de glicose (10,0 e 80
mg L") foram adicionadas nas amostras de mel, xarope de glicose, soro
glicosado, suco de uva e de tomate, e os resultados obtidos (foram descontados
originalmente daqueles presentes na amostra sem a adigdo do analito) foram
comparados com as concentragdes adicionadas. Os resultados das recuperagdes

obtidas sdo mostrados na Tabela 3.4.

TABELA 3.4- Estudo de adigdo e recuperagédo de glicose em amostras de mel,

suco de uva e tomate

Amostras Adicionado mg L' Recuperado mgL™? % Recuperagao
Mel 10,0 9,32 93,2
80,0 72,3 90,4
Xarope de glicose 10,0 9,6 96,0
80,0 75,4 94,2
Soro glicosado 10,0 9,80 98,0
80,0 83,1 104,0
Suco de tomate 10,0 8,42 84,2
80,0 71,9 89,9
Suco de uva 10,0 8,23 82,3
80,0 69,8 87,2

Analisando-se os resultados obtidos, verifica-se que dentre as
matrizes analisadas, as do suco de uva e tomate, apresentaram recuperagdes
abaixo de 90%. Como a matriz possui varias substancias, algumas podem
interferir no procedimento proposto, como é o caso do acido ascorbico, devido ao
seu poder redutor, esse poderia estar inibindo a reacdo enzimatica e/ou
consumindo o oxidante da reacdo quimiluminescente, diminuindo assim a

luminescéncia.



Portanto, a determinagdo da concentragcdo de glicose, em mel,
xarope de glicose e soro glicosado foi realizada diretamente, empregando a curva
analitica. A determinagdo de glicose nos sucos foi realizada pelo método de
adicdo multipla de padrdes a fim de se minimizar o efeito de matriz.®®

A Tabela 3.5, apresenta os resultados obtidos da determinacdo de
glicose nestas amostras empregando-se o procedimento proposto e o método

comparativo(Kit enzimatico).®?

TABELA 3.5 - Determinacao do teor de glicose em amostras de mel, karo, soro
glicosado, suco de uva e de tomate pelo método proposto e pelo método
comparativo

Comparativo Proposto

Amostras mg mL™ Er (%)

Mel 272 + 11 263 + 11 -3,3
Xarope de glicose 2817 270 £10 -3,9
Soro glicosado 49,5+0,8 50,3 +0,9 1,6
Suco de uva (A)* 70,4 +£0,7 73,5+0,9 4.4
Suco de uva (B)* 74,3+£04 74,0+ 0,7 -0,4
Suco de tomate (A)* 10,4+ 0,6 11,2+ 0,6 7,6
Suco de tomate (B)* 10,8 +0,4 11,8+0,5 9,2

n=3

* determinacéo por adicdo multipla de padrao

As Figuras 3.16 e 3.17 apresentam os sinais transientes obtidos e a
curva de adicao multipla de padrdes para a glicose em amostras de suco de
tomate e uva, respectivamente.

Com o procedimento empregado, foi possivel obter uma frequéncia
de amostragem de 140 determinagdes por hora e um baixo consumo de
reagentes, gastando-se em torno de 178,0 ug de luminol e 1,32 mg de

hexacianoferrato(lll) de potassio por determinagao de glicose.
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Figura 3.16 — (a) Sinais transientes em triplicata obtidos na analise do suco de
uva por adicdo de padrao, (b) curva analitica da adicdo de padrdo para

determinacao de glicose em suco de uva.
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Figura 3.17 — (a) Sinais transientes em ftriplicata obtidos na analise do suco de
tomate por adicdo de padrdo, (b) curva analitica da adicdo de padrao para

determinacao de glicose em suco de tomate

3.3.3 - Determinacgao de glicose em plasma sanguineo

Foram realizadas também as determinagdes de glicose em plasma
sanguineo, empregando-se o procedimento em fluxo com detecgcdo por
quimiluminescéncia. Niveis elevados de glicose no sangue, estdo associados com

diabetes mellitus, hiperatividade da glandula tiredide, pituitaria ou adrenal. Niveis



baixos sdo observados em caso de “overdose” de insulina, tumores secretores de
insulina, hipoadrenismo e condi¢cbes que interferem com a absorg¢ao de glicose.
Normalmente, a concentracdo de glicose encontrada no plasma sanguineo de
pessoas adultas®®, apds 12h de jejum, varia de 70 a 110 mg dL™". Com base
nestes dados, foram realizadas algumas alteragdes na configuragdo do médulo de
analise empregado anteriormente para a determinagéo de glicose em sucos e
mel. A reconfiguracdo do modulo de analise foi realizada a fim de se minimizar o
maximo possivel a manipulagdo da amostra, bem como as diluigdes necessarias.
O emprego de um menor volume de amostra se faz necessario, uma vez que em
geral sdo disponibilizados 2,0 mL de plasma para a analise de glicose. A
linearidade da curva analitica deve contemplar o intervalo de concentragao
esperado de glicose para pessoas consideradas sadias. Portanto, no médulo de
analise proposto, Figura 3.3, foi utilizada uma algca de amostragem de 25 uL e
uma bobina de dispersdo de 100 cm (B4). O descarte das solugdes, foram
realizados em um frasco contendo solugéo de hipoclorito de sédio 5% v/v.

Com a mudanga do moédulo de analise (alga de amostragem e
bobina de mistura/diluicdo) foi realizado um estudo, a fim de se estabelecer qual
seria o tempo ideal para o acionamento das valvulas V4 e Vs (solugéo de luminol e
hexacianoferrato(lll) de potassio), apds a inser¢céo do “plug” das solu¢des padroes
e/ou amostra no percurso analitico. A Figura 3.18 apresenta os resultados obtidos

nestes estudos.
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Figura 3.18 - Efeito do tempo de “delay” para o acionamento das valvulas (V4 e
Vs) apds a introdugdo da amostra no percurso analitico. Alga de amostragem L
de 25,0 pL; Carregador: 25,0 mmol L™ de solugdo tampao fosfato (pH 7,0 na
vazao de 2,0 mL min™"; (V4 e Vs) 2,5 mmol L™ de solugdo de luminol e 10,0 mmol
L™ da solugdo de hexacianoferrato(lll) de potassio, respectivamente, nas vazdes

de 3,0 mL mln-1 (t acionam. 8 S)

Analisando-se o perfil do gréafico obtido, verifica-se o gradiente de
concentracdo da solugao de peroxido de hidrogénio, gerado, pela dispersdo no
percurso analitico. Cabe ressaltar que, apos o tempo de “delay”, as valvulas de
luminol e catalisador foram acionadas durante 8 s. Entre o tempo de 8 a 14 s,
verifica-se um aumento do sinal analitico, atingindo um maximo de sinal entre 14
a 19 s e tempos superiores a 19 s, houve queda do sinal analitico. Considerando-
se a dispersao do peroxido de hidrogénio no sistema em fluxo, a partir do ponto
de confluéncia (y), verifica-se que entre 8 a 10 s o inicio da zona de amostra “no
caso H,O,” esta passando pelo ponto Y, entre 14 a 19 s, o centro da zona de
amostra, no qual tem-se maior concentracédo de H,O; esta passando pelo ponto y.
Portanto, fixou-se o tempo de delay em 16 s, no procedimento para a

determinacao de glicose em plasma sanguineo.



Outro estudo realizado foi a variagao do tempo de acionamento das
valvulas V4 e V5 que correspondem a diferentes volumes de reagentes, (100 a
400 pL) de luminol e hexacianoferrato (lll) de potassio no percurso analitico. A
Figura 3.19, apresenta os resultados obtidos, variando-se o tempo de

acionamento das valvulas V4 e V5.
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Figura 3.19 - Intensidade do sinal analitico em fungado do tempo de acionamento
das valvulas V4 (luminol) e Vs (hexacianoferrato(lll) para diferentes concentragdes
de glicose. Alga de amostragem L1 de 25,0 uL; Carregador: 25,0 mmol L de
solugdo tampao fosfato (pH 7,0 na vazao de 2,0 mL min™; (V4 e Vs) 2,5 mmol L™
de solugdo de luminol e 10,0 mmol L™ da solugdo de hexacianoferrato(lll) de

potassio, respectivamente, nas vazées de 3,0 mL min™ (t acionam. 8 S).

Analisando-se as curvas analiticas obtidas para as concentragcdes
de glicose de 100 a 1000 mg L', em fungdo da variacdo dos tempos de
acionamento, das valvulas solendides (V4 € Vs) de 2 a 8 s, referentes as solugdes
de luminol e hexacianoferrato(lll) de potassio, (Figura 3.19) verificou-se um
aumento da sensibilidade, quando o tempo de acionamento das valvulas variou
de 2 a 8 s, (100 a 400 plL). Por outro lado, observa-se uma tendéncia de
diminuicdo da linearidade da curva analitica para aquelas curvas obtidas com

maior volume de reagentes, ou seja, maiores tempos de acionamento das



valvulas solendides. Sendo assim, selecionou-se um tempo de acionamento das
valvulas solendides de 3 s para a determinagao de glicose em plasma sanguineo.

Estabelecidas algumas variaveis relevantes do médulo de analise, a
curva analitica apresentou uma resposta linear para concentragdes de glicose de
100 a 1000 mg L™ (10 a 100 mg dL™"). A Figura 3.20 apresenta a curva analitica
obtida, descrita pela equacao Intensidade (mV) = 41,2 + 8,10 x [glicose] (mg L), r
= 0,998. Os sinais transientes das medidas em triplicata sdo apresentados na
Figura 3.21. Empregando-se uma solucdo de glicose 600,0 mg L foram
realizadas 10 medidas sucessivas no estudo da repetibilidade do procedimento. O
coeficiente de variagao para 10 medidas (desvio padrao relativo) foi estimado em
1,8%. A frequéncia de amostragem foi estimada em 70 determinagdes por hora, e
o consumo dos reagentes luminol e hexacianoferrato (lll) de potassio por

determinacgao foi estimado em 66,4 ug e 494,0 ug, respectivamente.
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Figura 3.20 - Curva analitica obtida para solugdes de glicose entre 100,0 a
1000 mg L. Carregador: 25,0 mmol L™ de solugdo tampao fosfato (pH 7,0 na
vazdo de 2,0 mL min™"; (L4) alca de amostragem de 25,0 uL; (Vs e V4) 2,5 mmol L™
de solugdo de luminol e 10,0 mmol L™ da solugdo de hexacianoferrato(lll) de
potassio, respectivamente, nas vazées de 3,0 mL min™ (t acionam. 3S).
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Figura 3.21 — (a) Sinais transientes em quintuplicata obtidas para os padrées de
glicose de 100 a 1000 mg L™

3.3.3.1. Estudo de adicao e recuperagao de glicose em plasma

Nos testes de adicao e recuperacgao, trés concentragdes diferentes
de glicose (200, 350,0 e 600,0 mg L™) foram adicionadas nas amostras de plasma
sanguineo. Estas amostras foram cedidas pelo Laboratério de Analises Clinicas
Maricondi, da cidade de Sao Carlos. Os resultados obtidos nos estudos de adigao

e recuperagao sao apresentados na Tabela 3.6.



TABELA 3.6 — Estudo de adicdo e recuperagcao de glicose em amostras de

plasma sanguineo.

Amostras Adicionado Recuperado % Recuperagao
mg dL” mg dL”

Amostra 1 20,0 20,3+0,5 102
35,0 36,8+0,9 105
60,0 60,9 + 0,6 102

Amostra 2 20,0 18,9+0,8 94,7
35,0 36,8+0,7 105
60,0 58,1+ 0,5 96,9

Amostra 3 20,0 20,8+0,4 98
35,0 35,4+0,9 104
60,0 59,7 + 0,6 99,6

n=3

As recuperacgdes de glicose nestas amostras analisadas variaram de
94,7 a 1053 %. Esses resultados indicam de efeitos de matriz, nas
determinagdes dos teores de glicose. Sendo assim, os teores de glicose no
plasma sanguineo foram determinados empregado-se uma curva analitica obtida
com solugdes de referéncia deste analito. A Tabela 3.7, apresenta os resultados
obtidos na determinacdo de glicose em plasma sanguineo, empregando-se 0
método proposto e o método comparativo®?.
TABELA 3.7 - Determinagdo do teor de glicose em amostras de plasma

sanguineo pelo método proposto e pelo método comparativo

Comparativo (Kit)* Proposto
Amostras mg dL™ Er (%)
Amostra 1 61+3 50+4 -3,2
Amostra 2 47 +5 46+ 9 -2,1
Amostra 3 686 68 +8 0
Amostra 4 115+ 8 11729 +1,7

n=3



4.0 - Conclusoes

O sistema de analises em fluxo proposto para a determinacado de glicose
em mel, sucos e soro glicosado mostrou-se adequado para a quantificacdo deste
analito nas amostras. A quantificagdo de glicose no suco de uva e tomate foi
possivel, empregando-se o procedimento de adicdo de padrdo. A imobilizagcédo da
glicose oxidase em esferas de silica de porosidade controlada (CPG) apresentou
uma excelente estabilidade, apresentando alta atividade por mais de 4 meses
com uso frequente. Empregando o conceito de multicomutagédo, foi possivel
ajustar e adequar o procedimento analitico para a determinagdo de glicose em
plasma sanguineo com poucas modificagdes. Os resultados obtidos neste

procedimento foram concordantes com o método comparativo (kit-enzimatico).



CAPITULO 4

PROCEDIMENTO ANALITICO EM FLUXO COM DETECCAO
QUIMILUMINESCENTE PARA A DETERMINACAO DE
COLESTEROL EM AMOSTRAS ALIMENTICIAS E BIOQUIMICAS



4 Apresentacgao

Neste Capitulo sera apresentada uma revisao bibliografica sobre os
procedimentos analiticos para a determinagao de colesterol. Na sequéncia seréao
apresentados os procedimentos analiticos em fluxo desenvolvidos para a

determinacado de colesterol em amostras de ovos e plasma sanguineo.

4.1 Revisao Bibliografica

Diversos métodos tém sido desenvolvidos para a determinacédo de
colesterol em diversos tipos de amostras, como sangue e alimentos. Os principais
métodos analiticos para analise de colesterol podem ser divididos em trés grupos:
espectrofotométricos, enzimaticos e cromatograficos. O procedimento
espectrofotométrico € o mais barato e tem sido o mais utilizado, contudo, muito se
discute sobre a falta de seletividade do método. O método enzimatico é
considerado menos oneroso € 0 mais seletivo. Os métodos cromatograficos sédo

considerados mais caros e mais laboriosos.

ALLAIN et al® desenvolveram um procedimento baseado em
reacdes enzimaticas, envolvendo trés enzimas, para a determinacéo de colesterol
total em soro. A curva analitica foi linear até 600 mg dL™" necessitando, entretanto,
do tratamento das amostras. O éster do colesterol foi hidrolisado a colesterol livre
pela colesterol esterase. O colesterol livre produzido foi oxidado pela colesterol
oxidase a colestenona com a produgéo simultdnea do perdxido de hidrogénio, o
qual oxidava a 4-aminoantipirina e fenol na presenca da peroxidase, formando um
produto com absor¢gdo maxima em 500 nm. O método foi reprodutivel e

apresentou boa precisao.

HUANG et al.%® desenvolveram um biossensor quimiluminescente
adaptado em um sistema de analises por injecdo em fluxo para a determinagéo
de colesterol em soro humano. A enzima colesterol oxidase foi imobilizada em
silica gel amino-modificada, via ativagdo com glutaraldeido, e acondicionada
numa coluna. Os reagentes analiticos, incluindo o luminol e o ferricianeto, foram
eletrostaticamente imobilizados juntos numa coluna de troca aniénica. O

colesterol foi detectado por quimiluminescéncia através do perdxido de hidrogénio



gerado. A curva analitica apresentou resposta linear entre 5x 10° e 1 x 10* g mL

' de colesterol e o limite de detecgéo foi estimado em 5 x 10° g mL™".

Um método para a determinagdo enzimatica de colesterol total em
soro humano foi desenvolvido por HAHN e OLSON®". Para isso, os autores
utilizaram as enzimas colesterol esterase, colesterol oxidase e peroxidase. O
peréxido de hidrogénio produzido era monitorado amperométricamente. O método

mostrou boa reprodutibilidade, precisdo e sensibilidade.

A combinagdo do uso de colesterol esterase e colesterol oxidase
para a determinacdo de colesterol em soro foi estudada por TABATA et al’®. As
enzimas comerciais, colesterol esterase e oxidase, foram imobilizadas
simultaneamente em esferas de vidro, as quais foram acondicionadas numa
coluna de 1,5 x 40 mm e integrada em um sistema de analises em fluxo de um
Auto-Analyser 1. O peroxido de hidrogénio produzido pela enzima oxidase foi
determinado colorimetricamente. De acordo com os resultados obtidos, a co-
imobilizacdo das enzimas na coluna se mostrou mais eficiente quando comparada
com a coluna enzimatica que continha a mistura das duas enzimas imobilizadas

individualmente.

YAO e WASA® propuseram um sistema de analise por injecdo em
fluxo para determinagcdo de colesterol total e colesterol livre. Nesse caso, a
aliquota da amostra foi dividida em duas partes. Para determinacéo de colesterol
total, parte da amostra foi transportada para as colunas no qual estavam
imobilizadas as enzimas colesterol esterase e colesterol oxidase. Para a
determinacgao do colesterol livre, a outra parte da amostra foi transportada para a
coluna que continha apenas a colesterol oxidase. A frequéncia de amostragem foi

de 10 determinagdes por hora, com desvio padrao relativo < 2%.

KRUG et al.”® propuseram a determinacdo de colesterol total em
soro humano empregando deteccdo fotométrica em um sistema de analises por
injecdo em fluxo. O volume de amostra injetado foi de 70 uL, o qual passou
através dos reatores enzimaticos que continham a colesterol esterase e colesterol
oxidase, imobilizadas em esferas de vidro. O peroxido de hidrogénio liberado na
reacdo enzimatica foi complexado com 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-

sulfonato) reagao catalisada pela peroxidase. A curva analitica foi linear para a



faixa de 0,11 a 8,6 mmol L'1, e a exatiddo do método foi comparada com o

resultado obtido com o método espectrofotométrico (kit enzimatico).

SASAMOTO et al.”' desenvolveram um método enzimatico com
detecgcao quimiluminescente para determinagcdo de colesterol em soro. A
quimiluminescéncia foi gerada pela reagdo de lucigenina e peroxido de
hidrogénio. O ultimo foi produzido na reacgao catalisada pela colesterol oxidase. O
limite de deteccdo para o colesterol foi de 1,0 mg L™, e o coeficiente de variagdo
se situou entre 2,3 e 4,2%. O coeficiente de correlagao linear entre o método

proposto e o convencional foi de 0,963.

NABI et al.”> propuseram um método para a determinacdo de
colesterol em soro sanguineo. O procedimento foi baseado na medida da emiss&o
quimiluminescente resultante da oxidagdo do luminol com o peroxido de
hidrogénio na presenga do catalisador cobalto(ll). Limite de deteccdo de 0,01
mg dL™” e o desvio padrdo relativo < 5% para a faixa de 10 e 60 mg dL™" foram
obtidos. Os resultados foram concordantes com o método espectrofotométrico

para a determinacao de colesterol em soro.

A determinagdo de colesterol em soro empregando método
potenciométrico por injecdo em fluxo com reagdes enzimaticas envolvendo trés
enzimas (colesterol esterase, colesterol oxidase e peroxidase) e eletrodo de
tungsténio foi proposto por SITUMORANG et al.”® A colesterol esterase converte
o éster de colesterol a colesterol livre, o qual é oxidado pela colesterol oxidase
produzindo o perdxido de hidrogénio. O ferricianeto é convertido a ferrocianeto
pelo peroxido de hidrogénio, catalisado pela peroxidase, e o eletrodo de
tungsténio responde a razao de ferriicianeto a ferrocianeto. A curva analitica foi
obtida com solucdes de referéncia entre 0,05 e 3,0 mmol L™ de colesterol. O limite

de deteccéo foi 0,01 mmol L™ de colesterol.

Um método para analise de colesterol total em soro foi desenvolvido
por MALIK e PUNDIR™ empregando imobilizacdo individual da colesterol esterase
e colesterol oxidase e também a co-imobilizagdo das enzimas em esferas de
vidro. A peroxidase também foi imobilizada em esferas de vidro. O éster de
colesterol foi hidrolisado pela colesterol esterase a acidos graxos e colesterol, o

qual é oxidado pela colesterol oxidase a colestenona e peréxido de hidrogénio. O



peréxido de hidrogénio, juntamente com a peroxidase, oxidou a 4-aminofenazona
com fenol, formando o produto quinonaimina, com absor¢ao maxima a 520 nm.
As enzimas co-imobilizadas levaram a uma melhora da eficiéncia em termos de
linearidade da curva analitica e precisdo quando comparadas com a imobilizagcao

individual.

ARAUJO et al.” propuseram um procedimento de analises em fluxo
monossegmentando para a determinagao de colesterol em plasma sanguineo por
espectrofotometria. As solugbes de enzimas (colesterol oxidase, colestrol
esterase e peroxidase), reagentes e amostras eram inseridas entre bolhas de ar,
no percurso analitico. O perdxido de hidrogénio, liberado na reagao enzimatica,
reagia com 4- aminoantipirina e fenol, catalisado pela enzima peroxidase,
formando um complexo colorido monitorado espectrofotometricamente em 546
nm. A curva analitica foi linear para a faixa de 1,29 a 10,35 mmol L. O
procedimento analitico apresentou uma freqliéncia de amostragem de 42
determinagdes/hora, e um desvio padrao relativo menor que 3%. Os resultados
foram concordantes com o método espectrofotométrico para a determinagao de

colesterol em soro (kit enzimatico).

Um procedimento em fluxo empregando o conceito de
multicomutagao e detecgdo quimiluminescente para a determinagédo de colesterol

1.”® As enzimas colesterol esterase e

em soro animal foi proposto por Pires et a
colesterol oxidase foram imobilizadas em duas mini colunas (15mm x 5mm) e
acopladas no percurso analitico. O peréxido de hidrogénio, produzido na reacgao
enzimatica, reagia com luminol e hexacianoferrato(lll) de potassio produzindo a

quimiluminescéncia. A curva analitica foi linear no intervalo de 25,0 a 125,0 mg L
' um limite de deteccdo de 3,7 mg L' e uma freqiiéncia de amostragem de 40
determinagdes/hora foram obtidos. O consumo dos reagentes Iluminol e

hexacianoferricianeto de potassio, foram de 0,22 mg e 2,7 mg, respectivamente.

4.2 Parte Experimental

Para a determinagcédo de colesterol, em ovos e plasma sanguineo,
também foram empregadas enzimas imobilizadas em reatores, sendo que o

produto da catalise enzimatica, peréxido de hidrogénio, foi monitorado via reagao



quimiluminescente, empregando os reagentes luminol e hexacianoferrato(lll) de
potassio, como catalisador da reagao. A intensidade da quimiluminescéncia era
entdo correlacionada com a concentragao de colesterol. No procedimento para a
determinacdo de colesterol em ovos (colesterol livre), foi empregada apenas a
enzima colesterol oxidase. Ja no procedimento para a determinagéo de colesterol
em plasma sanguineo, também foi empregada a enzima colesterol esterase. A
Figura 4.1 apresenta as reagdes enzimaticas envolvidas, bem como a reagao

quimiluminescente empregada para a determinagao de colesterol nas amostras.

COE

ésteres do colesterol + H,O colesterol + acidos graxos

colesterol + O, +2 H,0 98 CyH40 + 2 H,0,

@) 0

NH catalisador 0
lllH + ,OH- + HO, —— o + 4 H,0+N,+ hv  (3)

FIGURA 4.1 - Reacbes para a determinacdo do colesterol total em amostras de

SOro sanguineo.

Os ésteres de colesterol sao hidrolisados pela enzima colesterol
esterase a colesterol livre e acidos graxos. O colesterol livre é oxidado pela
enzima colesterol oxidase a colestenona e perdxido de hidrogénio. O perdxido de
hidrogénio reage com o luminol em meio alcalino, pH 10,5, na presenca do

catalisador hexacianoferrato (lll), produzindo quimuluminescéncia na cor azul.

4.2.1 — Equipamentos e acessorios

Para construgcdo dos moédulos de analise foram empregados tubos
de polietileno (0,8 mm d.i) e confluéncias feitas de acrilico. A propulsdo dos
fluidos foi feita com uma bomba peristéltica Ismatec (IPC-8), equipada com tubos
de propulsdo de Tygon de diferentes didametros. O controle do mdédulo de analise

e aquisicdo de dados foram realizados, empregando-se um microcomputador



(Pentium 233 MHz), equipado com uma interface eletronica (Advantec Corp.,
PCL-711S). A linguagem de programacao utilizada foi LabVIEW 6.0. As medidas
da radiagdo quimiluminescente (expressas em mV) foram feitas empregando-se
um fotodetector OSD 50-E e uma cela de medida de polietileno como descrito no

item 2.3.2 do capitulo 2.
4.2.2 - Reagentes e solugdes

4.2.2.1 — Reagentes e solugcoes empregados na imobilizacao das enzimas

colesterol esterase e colesterol oxidase

As solugdes foram preparadas empregando-se agua desionizada e
reagentes com grau de pureza analitico.
O suporte empregado para a imobilizacdo das enzimas foi a silica de
porosidade controlada com didmetro de poro de 170 A (200-400 mesh).
Uma massa de 25 mg (120 U) da enzima colesterol oxidase
(Sigma) foi solubilizada em 2,0 mL de solugdo tampao fosfato 0,05 mol L™ (pH
7,5).

Uma massa de 3,0 mg (25 U) da enzima colesterol esterase
(Sigma) foi solubilizada em 2,0 mL de solugdo tampao fosfato 0,05 mol L™ (pH
7,5).

Uma solugdo 4,5% (v/v) 3-aminopropiltrietoxisilano (ATPS) foi
preparada em agua desionizada a partir de uma solugdo de 98% deste

reagente, proveniente da Sigma.

Uma solugédo 2,5% (m/v) glutaraldeido foi preparada a partir de

uma solugao 25 % (m/v) deste reagente, proveniente da Sigma.

Para a determinagdo de proteinas empregou-se o método proposto

por Hartree”” como descrito a seguir.

A solugao padrao de proteina foi preparada dissolvendo-se 11,4 mg
de albumina de soro bovino (Aldrich, lote 9140330) em um baldo volumétrico de
10 mL, completando-se o volume com agua destilada. As solugdes de referéncia

foram preparadas pelas diluicbes apropriadas da solucéo estoque.



Para a preparacdo do reagente A, 1,0 g de tartarato de sodio e
potassio e 50g de carbonato de sédio foram dissolvidos em um béquer contendo
aproximadamente 250 mL de hidroxido de sédio 1 mol L. A solugdo foi
transferida para um baldo volumétrico de 500 mL e completou-se o volume com
agua desionizada.

O reagente B foi preparado dissolvendo 1,01 g de tartarato de sédio
e potassio e 0,52 g de sulfato de cobre pentahidratado em um baldo volumétrico
de 50 mL contendo 25 mL de agua desionizada, sendo o volume final completado
com hidréxido de sddio 1 mol L.

Na preparagcado do reagente C, 3 mL solugdo de Folin Cicocalteau
foram transferidos para um baldo volumétrico de 50 mL e o volume completado

com agua destilada.

4.2.2.2 — Reagentes e solucdes empregados na otimizagao do procedimento

em fluxo para a determinagao de colesterol

Todas as solugdes foram preparadas empregando-se agua

desionizada e reagentes com grau de pureza analitico.

Solugdo estoque 4000 mg L' de colesterol foi preparada
dissolvendo-se 500 mg de colesterol (Sigma) em uma mistura contendo 12,5 mL
de Triton X-100 e 12,5 mL isopropanol. Aqueceu-se a mistura lentamente até
40 °C. Apds a dissolucao, a solugao de colesterol foi transferida para um balédo de

125,0 mL completado-se o volume com agua.

As solucdes de referéncia de 250,0 a 4000,0 mg L™ de colesterol
foram preparadas em 0,05 mol L™ de solugdo tampao fosfato (pH 7,0), por

diluicbes apropriadas da solugao estoque.

A solugdo estoque de luminol 9,0 mmol L' foi preparada
dissolvendo-se 320,0 mg de 5-amino-2,3-diidro-1,4 ftalazinadiona (Sigma) em 200
mL de solucdo de carbonato de potassio 0,4 mol L (pH 11,0). A solucdo foi
preparada 3 dias antes do uso e armazenada em frasco ambar mantida sob
refrigeragao. Solugdes de trabalho em concentragdes variando de 1,0 a 7,0 mmol
L™ de luminol foram preparadas por diluigdo apropriada da solucdo estoque em

solugdo de carbonato de sddio 0,4 mol L™



A solucéo estoque de hexacianoferrato (lll) de potassio 50,0 mmol
L™ foi preparada dissolvendo-se 4,132 g do sal (Reagen) em 500 mL de agua
desionizada. Solucbdes de trabalho em concentragdes variando de 5,0 a 50,0
mmol L' de hexacianoferrato (Ill) de potassio foram preparadas por diluigao
apropriada da solugao estoque em agua desionizada.

As solucdes de glicose 1000 mg L™, uréia 200 mg L™, acido urico
100 mg L™, acido ascérbico 10 mg L™ e dos cations Cu®* 100 ug L™, Zn?* 100 pg
L, K* 100 mg L™, Na* 1000 mg L, Ca* 90 mg L e Fe?* 5,0 pg L, foram
preparadas a partir dos seus respectivos sais em solugao tampao fosfato 0,05 mol
L™ (pH 7,0).

4.2.2.3 — Preparo das amostras de ovos

Os ovos analisados neste trabalho foram adquiridos em
supermercados de Sdo Carlos. Estes ovos (brancos e vermelhos) apresentaram
um peso médio de 56 g e um peso médio de gema de 15 g.

Para a analise de colesterol em ovos, duas metodologias de preparo
da amostra foram avaliadas. A primeira, consiste na solubilizacdo da gema do ovo
em uma solucéo salina’®. Neste procedimento, as gemas de ovos (3 por andlise),
foram separadas da clara. Posteriormente, 1,5 g de gema foram adicionadas em
aproximadamente 17 mL de solugdo de NaCl 2% (m/v) e agitou-se a solugéo
gentilmente, com o auxilio de um agitador magnético, durante 60 min.
Posteriormente a solugdo foi adicionada em um baldo volumétrico de 25 mL,
completando seu volume com a solugao de NaCl 2% (m/v). Diluigcbes apropriadas,
1:25, foram realizadas em solucdo tampao fosfato 0,05 mol L™ pH 7,0 para a
analise de colesterol empregando-se o procedimento quimiluminescente proposto.

Um segundo procedimento, muito comum na literatura’®, consiste na
saponificagado dos ovos e posterior extragao do colesterol com solvente organico.
Inicialmente, 3 gemas de ovos foram pesadas, homogeneizados e peneirados em
uma peneira de ago inox de 40 mesh. Posteriormente, 0,51 g foram pesados e
colocados dentro de um baldo de fundo chato, juntamente com 5,0 mL de uma
solucao de hidroxido de potassio 2% (m/v) em etanol. O baldo foi acoplado em um

sistema de refluxo e aquecido, com o auxilio de uma manta aquecedora, a 50°C



durante 1,0 h. Transcorrido o tempo de aquecimento, separou-se a fragao
insaponificavel por filtracdo, lavando-se o baldo com 25,0 mL de agua
desionizada e transferiu-se para um funil de separacdo. Apds o resfriamento da
solucdo, o colesterol foi extraido com duas aliquotas de 10 mL de hexano. O
extrato organico foi separado e lavado com 20 mL de agua desionizada, com o
auxilio de um funil de separacdo. Posteriormente, o solvente organico foi
evaporado a baixa pressao com o auxilio de um evaporador rotativo. O extrato
contendo colesterol foi entdo solubilizado em uma solugao tampao fosfato 0,05

mol L™ contendo 10 % (v/v) de isopropanol e Triton X-100.
4.2.2.4 — Preparo das amostras de plasma sanguineo

As amostras de plasma sanguineo foram fornecidas pelo
Laboratdrio de Analises Clinicas Dr. Maricondi, em viais de plastico fechados com

volumes de aproximadamente 2,0 mL.

4.2.3 — Procedimento Experimental

4.2.3.1 - Imobilizagédo enzimatica

As enzimas colesterol esterase e colesterol oxidase foram
imobilizadas em silica de porosidade de 170 A e 200-400 mesh CPG segundo

protocolo estabelecido nos estudos apresentados no item 3.4.1 do capitulo 3.

Inicialmente, 0,2 g de CPG foi mantida em uma solugéo 4,5% v/v de
ATPS, durante 40 min, agitando-se ocasionalmente. Na sequéncia a solugao foi
retirada com o auxilio de uma seringa hipodérmica, adicionou-se 5,0 mL de uma
solugao de 2,5% v/v de glutaraldeido, a reagdo se processou durante 20 min,
agitando-se ocasionalmente. Em seguida, o suporte contendo as enzimas
imobilizadas foi lavados com uma solucdo de tampao fosfato 0,05 mol L™ (pH
7,0).

A quantidade de proteina imobilizada na CPG foi estimada pela
diferenca de proteina, determinada na solu¢do de enzima, antes e apos o

procedimento de imobilizagdo, empregando-se a metodologia de Hartree.””



Apds a imobilizagdo, os suportes com as enzimas foram
acondicionados em colunas de vidro (20 mm x 3 mm d.i.). Quando n&o estavam
em uso, as colunas enzimaticas foram mantidas em solugdo de tampao fosfato

0,05 mol L™ (pH 7,0) sob refrigeracéo.

4.2.3.2 - Diagrama do moédulo de analise em fluxo para a determinagao

quimiluminescente de colesterol em ovos

A Figura 4.2 apresenta o modulo de analise proposto para
determinacao de colesterol em ovos. Este modulo é constituido de 5 valvulas
solendides (V4, V2, V3 V4 e Vs5) que controlam a inser¢do das solugbes de
reagentes e do transportador, uma alga de amostragem L1 e um reator enzimatico
(2,0 cm x 3,0 mm), contendo a enzima colesterol oxidase imobilizada em silica

(CPG). O sistema de deteccdo quimiluminescente empregado foi aquele
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apresentado no item 2.3.2 do capitulo 2.

FIGURA 4.2 - Diagrama de fluxos do mdédulo de analise para a determinagao de
colesterol em ovos: valvulas solendides de trés vias: V1 = controle da solugao
transportadora C (solugdo tampao fosfato 0,1 mol L (pH 7,0); V2 e V3 = controle
da solugdo de amostra e/ou padrées de colesterol; V4 = controle da solugao de

luminol e Vs = controle da solugdo de hexacianoferrato (lll) de potassio. Y = Ponto



de confluéncia, L1 = alga de amostragem, COD = coluna enzimatica e sistema de

detecg¢ao quimulimunescente DET.

O funcionamento do médulo de analise pode ser resumido em
alguns passos. Inicialmente todas as valvulas estdo desligadas e, como a valvula
do transportador € ligada de forma invertida, apenas a solugao transportadora flui
pelo percurso analitico. Para a realizacdo da introducdo de uma aliquota de
amostra ou padrao no sistema, as valvulas V4 V; e V3 sdo acionadas durante um
tempo pré-determinado, assim o fluxo da solugao transportadora € interrompido
(valvula V4), a valvula V, quando acionada, funciona como um vacuo pela agao do
sistema hidrodindmico, permitindo assim que a solugdo de colesterol seja
introduzida no percurso analitico pela valvula V3, até preencher a alca de
amostragem L. O volume de solugao de colesterol inserido, depende do tamanho
da alca de amostragem L4. Apos o preenchimento da alga de amostragem, a
solugéo de colesterol é transportada pelo carregador em diregdo a coluna no qual
esta imobilizada a colesterol oxidase (COD). As valvulas V4 e V5 séo acionadas e
os reagentes luminol e hexacianoferrato (lll) de potassio séo introduzidos no
sistema. Ocorre a mistura e reagao destes reagentes com o peroxido de
hidrogénio, produzindo a quimiluminescéncia que € entdo monitorada.

Estudos preliminares foram realizados a fim de se definir o tamanho
da alga de amostragem Li. Posteriormente foram realizados estudos para a
otimizagdo do modulo como: vazao do carregador, concentracédo do luminol e
ferricianeto, concentragdo hidrogeniénica, razdo do volume dos reagentes

quimiluminescentes e a determinagao do colesterol em amostras de ovos.

4.2.3.3 — Diagrama do moédulo de analise em fluxo para a determinagao

quimiluminescente de colesterol em plasma sangiiineo

Para a determinacdo de colesterol em plasma sanguineo, no
diagrama do médulo de analise apresentado na Figura 4.2 foram inseridos uma
coluna enzimatica, contendo a enzima colesterol esterase e uma bobina de
dispersao B4 de 25 cm. O mddulo para a determinacédo de colesterol em plasma

sanguineo € apresentado na Figura 4.3.
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FIGURA 4.3 - Diagrama de fluxos do modulo de analise para a determinagao de
colesterol em plasma: valvulas solendides de trés vias: V¢ = controle da solugao
transportadora C (solugdo tampao fosfato 0,1 mol L (pH 7,0); V2 e V3 = controle
da solugcdo de amostra e/ou padrées de colesterol; V4 = controle da solugdo de
luminol e Vs = controle da solugdo de hexacianoferrato(lll) de potassio. x e y =

Pontos de confluéncia, L = alga de amostragem, B4y = bobina de mistura e

diluicdo de 25 cm, CE = coluna enzimatica (colesterol esterase), COD = coluna

enzimatica (colesterol oxidase) e sistema de detec¢ao quimulimunescente DET.

Foram realizados varios experimentos com o moddulo de analise
descrito acima, a fim de se otimizar os parametros envolvidos no desenvolvimento
das reagdes enzimaticas e quimiluminescente para a determinacédo de colesterol

em amostras de plasma sanguineo.

4.2.3.4 — Método comparativo

O método comparativo empregado para a analise de colesterol total

foi o método enzimatico com detecgao espectrofotométrica realizado com um kit



comercial da empresa LABTEST DIAGNOSTICA CAT n° 76%°. O principio de
determinacao do colesterol total € apresentado nas equacgdes abaixo.

ésteres do colesterol + H,0 __°° | colesterol + acidos graxos

colesterol + O, +2 H,0 __°°° | C,7H40 + 2 H,0,

2 H,0, + fenol + 4-aminoantipirina __FE__, antipirilquinonimina + 4 H,0

Os ésteres de colesterol sdo hidrolisados pela colesterol esterase
(COE) a colesterol livre e acidos graxos. A enzima colesterol oxidase (COD),
catalisa a oxidagao do grupo 3 B-OH do colesterol livre, resultando como um dos
produtos da reagao o peréxido de hidrogénio. Na presenca de peroxidase (PE) e
peréxido de hidrogénio, o fenol e a 4-aminoantipirina sdo oxidados formando a
antipirilquinonimina, que tem absor¢cdo maxima em torno de 530 nm. A
intensidade da cor avermelhada formada na reacdo final & diretamente

proporcional a concentragdo do colesterol na amostra.

4.3 - Resultados e discussao

4.3.1 — Resultados obtidos na imobilizacao das enzimas colesterol esterase

e colesterol oxidase.

Para avaliar a eficiéncia da imobilizacdo das enzimas colesterol
esterase e oxidase, monitorou-se a concentracdo de proteina na solugao de
enzimas, antes e apdés a imobilizagdo no suporte (CPG). Por diferenca, a
concentracao de colesterol oxidase e colesteretol esterase imobilizadas foram de
1,21 mg de proteina/g de suporte (5,8 U) e de 7,1 mg de proteina/g de suporte

(11,8 U), respectivamente.



4.3.2 — Resultados obtidos com o médulo de analise para a determinacgao de

colesterol em ovos.

Inicialmente, no procedimento analitico proposto para a
determinacao de colesterol em amostras de ovos, avaliou-se o volume de amostra
inserido no percurso analitico. Neste estudo, o tempo necessario para o
preenchimento da maior alga de amostragem (150 uL) foi de 30 s. Portanto, nos
estudos dos diferentes tamanhos de alga, o tempo de 30 s foi pré-estabelecido.
Neste estudo, manteve-se um tempo de “delay” para o acionamento das valvulas
V4 e V5 (luminol e hexacianoferrato (l11)) de potassio de 8 s, apds o preenchimento
da algca de amostragem L¢. A Figura 4.4 apresenta os resultados obtidos nestes

estudos.
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Figura 4.4. — Influéncia do volume da al¢ga de amostragem sobre o sinal analitico,
empregando o modulo de analise apresentado na Figura 4.2. (V1) 0,1 mol L™ de
solugdo tampao fosfato pH 7,0 na vazéo de 2,4 mL min™"; (V2 e V3) preenchimento
da alca de amostragem L1 (50 a 150 pL) com solugéo de colesterol 500 mg L™ (t
acionam. 30S); tempo de delay para acionamentos das valvulas V3 e V4 de 10s; (Vs e
V) 2,5 mmol L' de solugéo de luminol e 10,0 mmol L™ da solugéo de
hexacianoferrato(lll) de potassio, respectivamente, nas vazdes de 3,0 mL min™ (t

acionam. 10 S)-



Um aumento do sinal analitico, com o volume de amostra, é obtido
até 125 ulL, acima deste volume, o sinal analitico permaneceu praticamente

constante, assim, nos estudos futuros fixou-se a alga de amostragem em 125 plL.
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Figura 4.5. — Influéncia da vazdo do carregador sobre o sinal analitico,
empregando o médulo e andlise da Figura 4.2. (V1) 0,1 mol L™ de solucdo tampao
fosfato pH 7.0 em diferentes vazdes 1,9 a 3,0 mL min™ (V, e V3) preenchimento
da alga de amostragem L; (125,0 puL) com solugdo de colesterol 500 mg L™ (t
acionam. 30s); tempo de delay de (6 a 18 s); (Vz e Vi) 2,5 mmol L™ de solucéo de
luminol e 10,0 mmol L' da solugdo de hexacianoferrato(lll) de potassio,

respectivamente, nas vazdes de 3,0 mL min™ (t agionam. 10 S).

Avaliou-se posteriormente o efeito da a vazao do carregador, sobre
o sinal analitico conjuntamente com o tempo de espera “delay” para o
acionamento das valvulas de luminol e hexacianoferrato (lll) de potassio, apds a
insergdo do plug de amostra no percurso analitico. A Figura 4.5 apresenta os

resultados obtidos.



Com base no perfil dos resultados obtidos nestes estudos, fixou-se
a vazao da solucdo transportadora em 2,4 mL min™. O tempo de delay, para o
acionamento das valvulas de luminol e hexacianoferrato (lll) de potassio, foi fixo

em 10 s, apos o preenchimento da alga de amostragem.

Definido o volume da alga de amostragem, a vazdo do fluxo
carregador e o tempo de delay para o acionamento das valvulas dos reagentes,
estudou-se o efeito da concentracdo da solucdo de luminol no intervalo de 1,0 a
7,0 mmol L' sobre o sinal analitico. A Figura 4.6 apresenta o grafico dos

resultados obtidos.
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Figura 4.6 — Efeito da concentracdo de Iluminol sobre o sinal analitico,
empregando o modulo e andlise Figura 4.2. (V1) 0,1 mol L™ de solugcdo tampao
fosfato pH 7.0 a 2,4 mL min™ (V2 e V3) preenchimento da alca de amostragem L
(125,0 uL) com solucdo de colesterol 500 mg L™ (t acionam. 30s); tempo de delay de
(10 s); (Vs e V4) 1,0 a 7,0 mmol L de solugdo de luminol e 10,0 mmol L da
solugdo de hexacianoferrato(lll) de potassio, respectivamente, nas vazdes de 3,0

mL min'1 (t acionam. 10 S)-

Um aumento do sinal analitico com a concentracdo da solucéo de

luminol é observado até 5,0 mmol L. Concentracdes superiores, 7,0 mmol L™,



nao representaram aumento significativo do sinal analitico. Portanto, para os

trabalhos futuros, fixou-se a concentracao da solugao de luminol em 5,0 mmol L.

Experimentos similares foram realizados para avaliar a influéncia do
catalisador, hexacianoferrato(lll) de potassio, sobre a magnitude do sinal analitico.
Foram avaliadas concentragbes deste reagente no intervalo de 5,0 a 50,0 mmol

L. Os resultados obtidos nestes estudos sdo mostrados na Figura 4.7.
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Figura 4.7 — Efeito da concentragao de hexacianoferrato (lll) de potassio sobre o
sinal analitico empregando o mddulo de analise apresentado na Figura 4.2. (V)
0,1 mol L' de solucdo tampzo fosfato pH 7,0 a 2,4 mL min™; (V2 e V3)
preenchimento da alga de amostragem L4 (125,0 uL) com solugéo de colesterol
500 mg L™ (t acionam. 30s); tempo de delay de (10 s); (Vs e V4) 5,0 mmol L de
solugdo de luminol e 5,0 a 50,0 mmol L™ da solugdo de hexacianoferrato(lll) de

potassio, respectivamente, nas vazées de 3,0 mL min™ (t acionam. 10 S).

O perfil do sinal analitico obtido em funcdo da variagdo da
concentracao de hexacianoferrato(lll) de potassio, mostrou um aumento de sinal
entre 5,0 a 20,0 mmol L™, Em concentragdes superiores a 20,0 mmol L™, houve

uma pequena diminuigdo do sinal analitico sendo provavelmente pela absor¢ao



da luz gerada na quimimiluminescéncia pela solugdo de ferricianeto. Sendo
assim, a concentracdo de 20,0 mmol L™ deste reagente foi fixado para estudos

futuros.

Avaliou-se a influéncia do pH da solucédo transportadora, sobre o
sinal analitico. Assim, realizou-se um estudo variando-se o pH em 6,5; 7,0; 7,5; e
8,0. A Figura 4.8 apresenta os resultados obtidos neste estudo. Como pode ser
observado nesta figura, a maior magnitude de sinal analitico foi obtida no intervalo

de pH entre 7,0 e 7,5, sendo o pH fixado em 7,0 nos estudos futuros.
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FIGURA 4.8 — Influéncia da concentracéo hidrogeniénica sobre o sinal analitico.
(V1) 0,1 mol L™ de solugdo tampao fosfato pH 6,5 a 8,0 a 2,4 mL min™; (V2 e Va)
preenchimento da alga de amostragem L (125,0 uL) com solugdo de colesterol
500 mg L™ (t acionam. 30s); tempo de delay de (10 s); (Vs e V4) 5,0 mmol L de
solucdo de luminol e 20,0 mmol L' da solugdo de hexacianoferrato(lll) de

potassio, respectivamente, nas vazées de 3,0 mL min™ (t acionam. 10 S).

Posteriormente, avaliou-se a influéncia do volume dos reagentes
luminol e hexacianoferrato (lll) de potassio sobre a magnitude do sinal analitico. A

concentragédo da solugdo de luminol (V4) e da solugao de hexacianoferrato (lll) de



potassio (Vs) foi mantida em 5,0 mmol L™ e 20,0 mmol L™, respectivamente. O
efeito dos volumes destes reagentes foram avaliados, variando-se o tempo de
acionamento das valvulas solendides em 5, 7, 8 e 10 s. As vazdes das solugdes
foram mantidas em 3,0 mL min™'. Assim, os volumes das soluces de reagentes
inseridos no percurso foram de aproximadamente 250, 350, 400 e 500 pL,
respectivamente. A Figura 4.9 apresenta o perfil dos resultados obtidos sobre a
magnitude do sinal analitico em fungdo da variagdo do volume de luminol e

hexacianoferrato(lll) de potassio.
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Figura 4.9 - Efeito do volume dos reagentes R; (luminol) e Ry

(hexacianoferrato(lll) de potassio) inseridos no percurso analitico, sobre a
magnitude do sinal. (V4) 0,1 mol L™ de solugdo tampao fosfato pH 7,0 a 2,4 mL
min™"; (V2 e Vi) preenchimento da alca de amostragem L+ (125,0 uL) com solucéo
de colesterol 500 mg L™ (t acionam. 30s); tempo de delay de (10 s); (Vs e Vi) 5,0
mmol L' de solugdo de Iluminol e 20,0 mmol L' da solucdo de
hexacianoferrato(lll) de potassio, respectivamente, nas vazdes de 3,0 mL min™ (t

acionam. 5a10 S)-

Nos estudos da variacdo dos volumes dos reagentes inseridos no

percurso analitico, verificou-se um aumento significativo do sinal, no intervalo de



250 até 400 uL, (o mesmo perfil de resposta foi observado nos estudos para a
glicose). Acima de 400 pL, ndo se evidéncia aumento significativo da magnitude
do sinal analitico. Portanto, o tempo de acionamento foi fixado em 8s,
correspondendo a volumes dos reagentes de luminol e de hexacianoferrato(lll) de
potassio de ca. 400 pL. Considerando as concentragcées destes reagentes, o
consumo de luminol e hexacianoferrato(lll) de potassio foi estimado em ca. 356,0

ug e 2,64 mg, respectivamente, por determinagéo.

A Tabela 4.1 apresenta os principais estudos realizados na

otimizagao do sistema de analise em fluxo para a determinacao de colesterol.

TABELA 4.1 — Parametros estudados na otimizagao do sistema em fluxo utilizado

na determinacao de colesterol em ovos

Parametro Faixa estudada Valor selecionado
Alca de amostragem (L)/uL 50,0 a 150,0 125,0
Vazao do carregador/mL min™ 1,9a3,0 24
Tempo de “delay” /s 6a1l8 10
[luminol]/mmol L™ 1,0a7,0 5,0
[Fe(CN)g]*/ mmol L™ 5,0 a 50 20

pH sol. transportadora 6,5a8,0 7,0
Volume dos reag. R1 e Ry uL (5 a 10s) 250 a 500 400 (8s)

A curva analitica obtida para as solugdes de referéncia de colesterol
€ apresentada na Figura 4.10. As condi¢des utilizadas para obten¢do da curva
analitica, sdo apresentadas na Tabela 4.1. A curva analitica obtida apresentou um
comportamento linear no intervalo de concentracéo de 250,0 mg L™ a 2500,0 mg
L™, descrito pela equacdo: Intensidade (mV) = 43,0 + 0,325x[colesterol], R =
0,9997. Os sinais transientes obtidos para as concentragcbes crescentes de

colesterol s&o apresentados na Figura 4.11.
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Figura 4.10 — Curva analitica obtida para as solugdes de colesterol 250,0 a
2500 mg L™. (V4) 0,1 mol L™ de solugdo tampao fosfato pH 7,0 a 2,4 mL min™; (V>
e V3) preenchimento da alga de amostragem Lq (125,0 uL) com solug¢des padrdes
e/ou amostras (t acionam. 30s); tempo de delay de (10 s); (Vs e V4) 5,0 mmol L™ de
solucdo de luminol e 20,0 mmol L da solugdo de hexacianoferrato(lll) de
potassio, respectivamente, nas vazées de 3,0 mL min™ (t acionam. 8 S).
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Figura 4.11 — Sinais transientes em ftriplicata obtidos para os padrbes de
colesterol de 250; 500; 750; 1200; 1500; 2016 e 2520 mg L™, empregando o
modulo de analise nas condi¢gdes otimizadas apresentadas da Tabela 4.1.



Estabelecidas as condigdes de operagdo do modulo de analise, o
procedimento foi empregado na analise de colesterol em amostras de ovos. Os
resultados obtidos bem como aqueles do procedimento comparativo, sao
apresentados na Tabela 4.2.

Duas metodologias de extracdo de colesterol em ovos foram
empregadas, e devidamente descritas no item 4.2.2.3. Nas analises de colesterol
no procedimento proposto, apenas as amostras de colesterol que foram extraidas
empregando-se a segunda metodologia (procedimento empregando a

saponificagao) apresentaram respostas no sistema analitico.

TABELA 4.2- Determinagdo do teor de colesterol em amostras de ovos pelo

método proposto e pelo método comparativo (Kit enzimatico)

Comparativo Proposto
Amostras mg de colesterol/ (15g) gema de ovo Er (%)
Ovos brancos 220+ 3 2237 1,3
Ovos brancos 240+ 5 236 £ 4 -1,7
Ovos vermelhos 219+ 4 214 + 7 -2,3
Ovos vermelhos 2135 219+ 8 2,8

n=3

4.3.3- Resultados obtidos com o médulo de analise para a determinagao de

colesterol em plasma sanguineo.

Também foi realizada a determinacdo de colesterol em plasma
sanguineo, empregando o procedimento em fluxo com deteccdo por
quimiluminescéncia. O grande dilema de arterosclerose é que ela é um processo
silente. Esta ativa em todos os individuos e permanece sem qualquer
manifestagdo por décadas e, subitamente se manifesta através da dor toracica,
infarto agudo do miocardio ou morte subita. Estudos realizados nos Estados
Unidos demonstraram uma correlagao positiva entre os niveis de colesterol, mais
especificamente do colesterol LDL e o risco de doenga arterial coronariana (DAC).

Ao mesmo tempo, ficou envidenciado que os niveis de colesterol HDL sao



inversamente proporcionais ao risco de DAC. Valores significativos de colesterol
sdo encontrados na nefrose, hipotireoidismo, doenca colestaticas do figado e nas
hiperlipoproteinemias dos tipos lla, Ilb e Ill. Baixos niveis de colesterol também
sao correlacionados a doengas consuptivas e desnutricdo crbénica. Além do
colesterol sérico, a hipertensdo e o fumo constituem fatores de risco de
aterosclerose e DAC®. Os valores de referéncia da concentracéo de colesterol
em plasma sao: desejavel < 200 mg/dL, considerado como risco moderado 200 a
239 mg/ dL e considerado de alto risco concentragdes superiores a 240 mg/dL.
Com base nestes dados, foram realizadas algumas alteragbes na configuragao do
modulo de analise, empregado anteriormente para a determinagédo de colesterol
em ovos. A reconfiguracdo do moédulo de analise foi realizada a fim de se
minimizar 0 maximo possivel a manipulacdo da amostra, bem como as diluicdes
necessarias, o emprego de um menor volume de amostra possivel, uma vez que
em geral sao disponibilizados 2,0 mL de plasma para a andlise e, que a
linearidade de resposta ficasse o mais proximo possivel, com os resultados
normalmente obtidos na quantificagdo de colesterol a niveis considerados como
sadios para pessoas. Neste procedimento, além do reator enzimatico da enzima
colesterol oxidase, foi utilizado um reator enzimatico contendo a enzima colesterol
estearase, imobilizada em silica de porosidade controla (4.2.3.1). O descarte das
solugbes, bem como a solugdo do sistema de injecdo hidrodinamica, foram
realizados em um frasco contendo solu¢do de hipoclorito de sdédio 5% v/v. O
modulo de analise proposto é apresentado na Figura 4.3.

Inicialmente foi avaliado o tamanho da alga de amostragem de 5,0 a
20,0 cm (25 a 100 plL), sobre o sinal analitico. Neste estudo, uma bobina de 25
cm (B1), foi colocada antes dos reatores enzimaticos. Com base nos resultados
obtidos, foi fixado uma alga de amostragem de 10 cm (50 uL) e uma bobina (B1)
de 25 cm.

A mudanga do percurso analitico, alga de amostragem, bobina de
mistura, e reator com a enzima colesterol esterase, foi avaliado para se
determinar o tempo ideal para o acionamento das valvulas V4 e Vs (solugdo de
luminol e hexacianoferrato (lll) de potassio), apés a insercdo do “plug” das

solugdes padrdes e/ou amostra no percurso analitico. Ademais, o efeito da vazéo



da solugao carregadora sobre o sinal analitico também foi investigado. A Figura

4.12 apresenta os resultados obtidos nestes estudos.
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Figura 4.12 - Efeito da vazao da solugéo carregadora e do tempo de “delay” para
0 acionamento das valvulas (V4 e Vs) apds a introdugdo dos padrdes e/ou amostra
no percurso analitico. Algca de amostragem L4 de 50,0 uL; Bobina de disperséo B4
de 25 cm; V4 = solugado tampao fosfato pH 7,0 (carregador) nas vazdes de 1,2 a
2,4 mL min™"; (V2 e V3) solucéo de colesterol 1250,0 mg L™; tempo de delay de 8 a
16 s; (V4 e Vs) 5,0 mmol L™ de solugéo de luminol e 20,0 mmol L™ da solugéo de
hexacianoferrato(lll) de potassio, respectivamente, nas vazdes de 3,0 mL min™ (t
acionam. 8 S).

Observa-se no grafico da Figura 4.12, que as melhores condicdes
estabelecidas entre as reagcbes enzimaticas (colesterol estearase e oxidase), € a
reagcdo, do peroxido de hidrogénio gerado e os reagentes Iuminol e
hexacianoferrato(lll) de potassio foi obtida, quando a vazéo do carregador (25,0
mmol L™ de solugdo tampao fosfato pH 7,0) foi de 1,8 mL min™ associado a um
tempo de “delay”, para o acionamento das valvulas V4 e Vs, entre 14 a 16s.
Portanto, nos estudos posteriores, a vazdo da solucédo transportadora foi fixada
em 1,8 mL min™", conjuntamente com o tempo de delay de 14s.

Avaliou-se também o tempo de acionamento das valvulas V4 e Vs

que correspondem a diferentes volumes de reagentes (100 a 400 uL), luminol e



hexacianoferrato (lll) de potassio no percurso analitico. Neste estudo, diferentes
concentracbes de colesterol foram avaliadas. A Figura 4.13, apresenta os
resultados obtidos, variando-se o tempo de acionamento das valvulas V4 e Vs

respectivamente.
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Figura 4.13 — Magnitude do sinal analitico em fungc&o do tempo de acionamento
das valvulas V4 (luminol) e Vs (hexacianoferrato(lll) para diferentes concentragdes
de colesterol, empregando o moédulo de analise nas seguintes condigdes. Alga de
amostragem L4 de 50,0 pL; Bobina de dispersédo By de 25 cm; Vi = solugao
tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 (carregador) na vazao de 1,8 mL min™"; (V2 e V3)
solucdo de colesterol 500 mg L™ a 4000 mg L™"; tempo de delay de 14 s; (Va4 € Vs)
50 mmol L' de solugdo de luminol e 20,0 mmol L' da solugdo de
hexacianoferrato(lll) de potassio, respectivamente, nas vazées de 3,0 mL min™ (t

acionam. 6a10 S)-

Analisando-se as curvas analiticas obtidas, verifica-se um aumento
da sensibilidade em fungdo do aumento tempo de acionamento das valvulas e/ou

do aumento do volume dos reagentes (luminol e hexacianoferrato(lll) de



potassio). Entretanto, entre os tempos de 8 a 10 s (que correspondem a 400 e
500 pL), ndo se observa um aumento significativo da sensibilidade. Assim, em
funcdo da economia destes reagentes e faixa linear de resposta obtida, o tempo
de acionamento das valvulas V4 e V5 foram fixados em 8s, que corresponde a
aproximadamente 400 pL, de luminol e hexacianoferrato(lll) de potassio inserido
no percurso analitico.

Avaliou-se também a interferéncia de possiveis ions e compostos
organicos que poderiam estar presentes nas amostras de plasma sanguineo.
Portanto, solugdes de diferentes concentracées de: glicose, uréia, acido Urico,
acido ascérbico, e os ions: Cu®*, Zn**, K*, Na*, Ca®* e Fe?*, foram adicionadas a
solugéo de colesterol de 2000,0 mg L™, sendo os resultados obtidos apresentados
na Tabela 4.3.

Os resultados obtidos neste estudo, mostraram que os agentes
redutores, acido urico e ascérbico, nas concentragbes estudadas, proporcionam
recuperagdes abaixo de 90%. A presenca dos ions Cu* e Zn*, nas
concentragdes estudadas, proporcionaram um aumento do sinal em 9% e 17,4%,
respectivamente. As outras espécies quimicas praticamente nao influenciaram de

forma significativa o sinal analitico, quando comparado com o valor de referéncia.

Entretanto, na determinagdo de colesterol em amostras de plasma sanguineo,
nao foram observadas diferengas significativas, quando comparado com o método

comparativo (Kit enzimatico)®



TABELA 4.3 — Efeito de algumas espécies quimicas na determinacdo do

colesterol total em plasma sanguineo

Valor de referéncia Concentragdao  Sinal

(Mg L'1) mv) Recuperacao(%)

Colesterol 2000 253 +3 100
Espécie adicionada

glicose 1000 252+ 3 99,6
uréia 200 253+ 2 100
Ac. urico 100 226 + 3 89,3
Ac. ascorbico 0,10 223+ 3 88,1
Cu* 0,01 276 +3 109
Zn** 0,01 297 +3 117
K* 100 253 + 4 100
Na* 1000 254 + 2 100
Ca™* 90 245+ 3 96,8
Fe** 0,005 246 + 4 97,2

n=

A curva analitica obtida para as solugdes de referéncia de colesterol
€ apresentada na Figura 4.14. A curva analitica apresentou um comportamento
linear no intervalo de concentragdo de 500,0 a 4000,0 mg L™, descrito pela
equacgao: Intensidade (mV) = 40,0 + 0,105x[colesterol], R = 0,998. Os sinais
transientes obtidos para as concentragdes crescentes de colesterol, sao

apresentados na Figura 4.15.
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Figura 4.14 - Curva analitica obtida para as solu¢cdes de colesterol 500,0 a
4000 mg L', empregando o médulo de andlise da Figura 4.3 nas seguintes
condicdes: Alga de amostragem L4 de 50,0 uL; Bobina de dispersédo B4 de 25 cm;
V4 = solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 (carregador) na vazao de 1,8 mL
min™; (V2 e V3) solucdo de colesterol 500 mg L™ a 4000 mg L™; tempo de delay
de 14 s; (V4 e Vs) 5,0 mmol L' de solugdo de luminol e 20,0 mmol L™ da solugao
de hexacianoferrato(lll) de potassio, respectivamente, nas vazées de 3,0 mL min™

(t acionam. 8 S)-
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FIGURA 4.15 - Registro dos sinais transientes referentes a determinacdo de
colesterol com solucdes de referéncia entre 500 e 4000 mg L de colesterol

empregando o modulo de analise nas condi¢cdes descritas na Figura 4.14.

Outras caracteristicas analiticas foram obtidas, tais como frequéncia
de amostragem de 55 determinagdes por hora, limite de detecgao
(3obcolinclinagdo da curva) de 60,9 mg L™ e, desvio padréo relativo de 2,9%
estimados através de 10 replicatas. O consumo de reagentes foi estimado em
356,0 ug de luminol e 2,64 mg de hexacianoferrato (lll) por determinacdo de
colesterol.

Na Tabela 4.4 sdo apresentadas algumas figuras de mérito dos
procedimentos e/ou métodos empregados para a determinacao de colesterol em

plasma sanguineo, bem como as do procedimento proposto.



TABELA 4.4 - Procedimentos analiticos em fluxo empregados para a

determinagao de colesterol em amostras clinicas

Método/detecgéo Linearidade R.S.D Freqiéncia Ref.
(mg L) (%)  Analitica (h™)

Biossensor/Quimiluminescente 0,005 a 0,100 2 12 65
Amperométrico 30 a 3000 1,5 40 66
Espectrofotométrico (FIA) 42 a 3325 2,5 45 69
Potenciomeétrico 19 a 1160 3,0 30 72
Espectrofotométrico (SFA) 500 a 4000 3,0 42 74
Quimiluminescente 25a125 2,3 40 75
Proposto 500 a 4000 3,0 55

Apesar do procedimento quimiluminescente proposto nao apresentar
uma sensibilidade superior ou maior freqiéncia analitica, quando comparados
com alguns procedimentos apresentados na Tabela 4.4, destaca-se a
simplicidade do sistema de detecgdo, bem como seu baixo custo. Além disso,
cabe ressaltar que a otimizagdo do procedimento, objetivou a analise da amostra
de plasma sanguineo diretamente, ou seja, as amostras de plasma eram
inseridas diretamente no fluxo carregador, sem a necessidade de dilui¢des e/ou

pré-tratamento da amostra.



TABELA 4.5 - Resultados obtidos na determinagcdo de colesterol total em

amostras de plasma sanguineo empregando o sistema proposto e o método

comparativo®

Comparativo Sistema proposto E(%)
Amostra Kit-enzimatico (mg L)

(mg L)

S1 819+5 803+ 6 -2
S2 1316 + 9 1293+ 9 -1,8
S4 2637 + 13 2614 + 19 -0,9
S3 815+ 4 795+5 -2,5
n=3

Avaliando o conjunto de resultados estatisticamente (aplicagdo do
teste t pareado), nao foi observada diferenga significativa entre os mesmos a um

nivel de confianca de 95%, estando os erros relativos em um intervalo aceitavel.

Apdés a comparagdo dos meétodos, avaliou-se a estabilidade do
sistema durante 6 horas de trabalho. Neste estudo, a cada meia hora eram
realizadas medidas em triplicata de uma solugao de referéncia de colesterol 2500
mg L. Observou-se que o sistema apresentou boa estabilidade, apresentando

um desvio padréo de 5,6% entre as medidas ao longo deste periodo.
4.4 - Conclusoes

O procedimento analitico em fluxo com deteccdo quimiluminescente
proposto para a determinagdo de colesterol total em ovos, € preciso e exato
sendo necessario no entanto uma etapa prévia de manipulagdo (morosa) da
extracdo de colesterol da amostra. Os resultados obtidos neste procedimento
foram concordantes com o método comparativo (kit-enzimatico). Com o emprego
das valvulas solendides para o gerenciamento dos reagentes no percurso
analitico, verificou-se um baixo consumo de luminol e hexacianoferrato(lll) 356 ug
e 2,64 mg, respectivamente. O procedimento analitico proposto para a analise de
colesterol em plasma sanguineo apresentou-se adequado e preciso, sendo
possivel a quantificacdo de colesterol nas amostras sem a necessidade de

diluicdes e/ou prévio tratamento da amostra.



CAPITULO 5.

Conclusoes Gerais e Perspectivas Futuras

O monitoramento da radiagao quimiluminescente empregando-se o
fotodiodo de silicio bem como a cela de fluxo de polietileno mostraram-se
adequados para a implementagao de procedimentos analiticos em fluxo, tendo
como principais qualidades o baixo custo de implantacdo e a facilidade
operacional.

A implementagao do conceito de multicomutagdo nos procedimentos
analiticos em fluxo para a determinacdo de peroxido de hidrogénio, glicose e
colesterol, em diferentes matrizes, se destaca pela versatilidade (alteragdo do
modulo de analise em fungdo das caracteristicas das amostras) e reduzido
consumo de reagentes em relagdo aos procedimentos classicos de analises em
fluxo, além da facilidade operacional.

Empregando-se as enzimas (glicose oxidase, colesterol esterase e
colesterol oxidase) nos procedimentos analiticos em fluxo, obteve-se a
seletividade necessaria para a determinagao de glicose e colesterol em amostras
alimenticias e bioquimicas. Ademais, verificou-se a potencialidade do emprego de
enzimas imobilizadas em procedimentos analiticos em fluxo, como a possibilidade
da reutilizacdo do material biologico.

Uma importante tendéncia observada em Quimica Analitica consiste
no desenvolvimento de “métodos limpos”, no qual se estabelecem certas
prioridades que consistem no emprego de reagentes de baixa toxicidade, na
reducdo da geracdo de residuos contendo reagentes toxicos e no tratamento
destes residuos previamente ao descarte. De um modo geral, os procedimentos
analiticos em fluxo propostos contemplaram as duas primeiras metas, pelo
emprego de reagentes imobilizados (catalisadores enzimaticos) e pela redugao do
consumo de reagentes pela adi¢ao intermitente nos sistemas de analise em fluxo
(multicomutacéo).

Em continuidade aos trabalhos propostos, sugere-se a determinagéo
sequencial de glicose e colesterol nas amostras de plasma sanguineo, bem como
outros metabdlitos importantes, como acido urico, creatinina, etc. empregando o

conceito de multicomutagdo com detecgao por quimiluminescéncia. O estudo com



outros sistemas quimiluminescentes (peroxi-oxalato, pirogalol, etc) também
podera ser realizado, bem como a utilizagdo de compostos que intensifiquem a
luminescéncia como alguns surfactantes, a fim de se obter procedimentos
analiticos com maiores sensibilidades. Procedimentos analiticos em fluxo
empregando eletroquimilumiscéncia € uma tendéncia de pesquisa, pelas

condigdes disponiveis no laboratério do Prof. Fatibello.
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APENDICE

PROCEDIMENTO DE EXTRAGAO E PRE-PURIFICAGCAO
DA ENZIMA PEROXIDASE (CATALISADOR DA REAGAO
QUIMILUMINESCENTE)



A1. Introducao

A peroxidase constitui uma classe de enzimas que esta
extensamente distribuida nas plantas e pode ser faciimente extraida das células
de alguns vegetais. A participacdo da peroxidase em varios processos fisiologicos
tem sido evidenciada, mostrando que esta enzima possui um papel importante no
metabolismo. Uma fungdo muito importante no metabolismo, atribuida a
peroxidase, é a sintese da lignina. Além da lignificagcdo, a peroxidase participa do
catabolismo do acido indol-3-acético e na biossintese do etileno, horménios
reguladores do desenvolvimento e crescimento da planta.®’

O mecanismo da reacdo catalisada pela peroxidase tem sido
amplamente estudado, empregando-se a peroxidase proveniente da Horseradish-
root (HRP), popularmente conhecida como raiz forte. A peroxidase da raiz forte
possui uma massa molar de 42 kDa, € uma hemeproteina cujo grupo protético, a
ferroprotoporfirina 1X, esta ligada covalentemente a parte protéica da molécula.
Atribui-se a atividade catalitica da enzima, ao grupo prostético, onde no centro o
ferro (ll) esta coordenado com um residuo de histidina préximo na quinta posigao
e, um residuo de histidina, longe do centro associado a uma molécula de agua.®’

A peroxidase catalisa a reagcdo de oxidacdo de uma variedade de
substratos organicos. A catadlise destes compostos inicia-se pela oxidacdo do
grupo protético da enzima pela agdo do peréxido de hidrogénio ou de um
hidroperdxido organico disponivel no meio.?? Existe um grande interesse por esta
enzima, devido as suas multiplas aplicagdes, na industria de papel e celulose, de
alimentos, anadlises bioquimicas, etc. Atualmente cerca de 70% dos Kits de
analises imumoenzimaticas sdo preparados empregando esta enzima. A
peroxidase se encontra amplamente distribuida nas plantas, mas a peroxidase de
raiz forte ou silvestre € a mais utilizada, devido a atividade dessa enzima ser
maior (10 a 100 vezes) quando comparada com peroxidases de outras fontes. A
peroxidase de plantas tropicais tem sido pouco estudada. Segundo Fatibello e
Vieria® “O Brasil possui uma natureza rica e, portanto, torna-se uma fonte
inesgotavel de enzimas, que podem ser aplicadas em diversas areas do
conhecimento”. O objetivo inicial deste trabalho consistiu em avaliar a atividade da

peroxidase de algumas fontes vegetais e obté-la na forma pré-purificada para ser



empregada como catalisador, em especial da reagao quimiluminescente do
luminol e perdxido de hidrogénio. Nos estudos de pré-purificacdo também foi
monitorada a atividade da polifenol oxidase (PFO), pois como essas enzimas
possuem massas molares proximas (peroxidase de 40 a 65 kDa e polifenol
oxidase de 57 a 62 KDa) estdo conjuntamente presentes nos vegetais, e do
interesse no emprego destas enzimas em trabalhos futuros para desenvolvimento

de procedimentos analiticos.

A2. Experimental

A2.1 - Equipamentos e acessoérios

Os vegetais empregados como fontes enzimaticas de peroxidase
(batata doce (Ipomoea batatas L.Lam) e abobrinha, (Cucurbita pepo) ) foram
homogeneizados em um liquidificador Firenze da Walita (RI6755) e filtrados em
um funil de vidro empregando algodao hidrofilico

O homogenato vegetal foi centrifugado em uma centrifuga Du Pont

Instruments Sorvael, modelo RC-5B, provida de rotor SS-34 com diametro de 23
cm.

As medidas de absorbancia para a determinagdo de proteinas totais e

medidas da atividade foram realizadas em um espectrofotbmetro com arranjo
linear de diodos da Hewlett Packard (HP), modelo 8452 A, acoplado a um
microcomputador modelo 28/12 e uma cubeta de quartzo de caminho éptico de 1

cm.

Para o controle da temperatura, utilizou-se uma célula de vidro de
15 mL com camisa para a circulagdo de agua de um banho termostatico da
Tecnal, modelo TE 184.

Para o ajuste do pH das solugbes preparadas, utilizou-se um pH-
metro da Orion, modelo EA 940 contendo um eletrodo de vidro combinado da
Ingold, modelo 10/402/3092.

A coluna cromatografica foi construida empregando uma coluna de

vidro de 70 cm x 2,5 cm, contendo como fase de separagdo Sephadex G-100.



Nos procedimentos de purificagdo, as fragdes foram recolhidas

empregando um coletor de fragdes da Advantec, modelo SF-2120.

A.2.2 Reagentes e solugdes

A solugdo tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 6,5) empregada no
primeiro procedimento de extracdo foi preparada dissolvendo-se 1,7814 g de
NazHPO, (Cinética quimica) e 3,1773 g de KH,PO4 (Cinética quimica) em 500 mL
de agua desionizada.

A polivinilpirrolidona (PVP), empregada no primeiro procedimento de
extragdo, é comercialmente conhecida como Polyclar SB 100 e foi produzida e
doada pela empresa ISP Tecnologies Inc.

A solugdo tampao fosfato (pH 6,5) em concentragdo 0,1 mol L™,
contendo 5,0 mmol L™ de acido ascorbico e 5,0 mmol L™ de EDTA, empregada no
segundo procedimento de extragdo, foi preparada dissolvendo-se 1,7809g de
Na;HPO4 e 3,1770g de KH,PO, em 300 mL de agua desionizada. Apos a
solubilizagdo dos sais, adicionou-se 0,4409 g de acido ascorbico (Carlo Erba) e
0,7297g de EDTA sddico (Riedel-deHaén) e completou-se o volume para 500 mL
com agua desionizada.

O sulfato de amdnio, empregado na precipitagdo das enzimas era
procedente da marca J.T.Baker.

A solucdo de guaiacol 0,05 mol L™, utilizada para a determinacdo da
atividade da peroxidase, foi preparada a partir da diluigdo de 0,632 mg deste
reagente (Merck; d=1,1287 g L™"; 98%) em 100 mL de agua desionizada.

A solucdo de peroxido de hidrogénio 10,0 mmol L™, utilizada para a
determinagao da atividade da peroxidase, foi preparada pela diluigdo de 100 uL
deste reagente (Reagen, 31% m/m) em 100 ml de &gua desionizada, sendo
padronizada com uma solu¢do de permanganato de potassio previamente
padronizada.

A solucdo de catecol 0,05 mol L™, utilizada para a determinacéo da
atividade da polifenol oxidase, foi preparada dissolvendo-se a massa de 0,5502g

desse reagente (Aldrich) em 100 mL de agua desionizada.



A solugdo tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 6,5) empregada na
determinacao das atividades enzimaticas, foi preparada dissolvendo-se 1,7812g
de Nap;HPO,4 e 3,1761g de KH,PO4 em 500 mL de agua desionizada.

A solugdo tampao fosfato 10,0 mmol L™ (pH 6,0), empregada no
procedimento de didlise e fase mével da coluna cromatografica, foi preparada
dissolvendo-se 0,400 g de Na,HPO, (Cinética quimica) e 1,840 g de KHyPO4
(Cinética quimica) em 2000 mL de agua desionizada.

O gel (Sephadex G-100, permite a separacdo de proteinas por
exclusdao molecular de 30 a 80 kDalton empregado na preparagdao da coluna
cromatografica foi preparado da seguinte forma: A 35,0 g de Sephadex G-100
foram adicionados 700,00 mL de solugéo tampao fosfato 10,0 mmol L™ (pH 6,0), a
mistura apds homogeneizada foi mantida em repouso durante 12 horas, no qual
observa-se a formagdo de um gel. Cada grama de Sephadex adsorveu
aproximadamente 18,00 mL de solugédo tampéao fosfato. A coluna de vidro (70 cm
x 2,5 cm) foi entdo preenchida com aproximadamente 500,00 mL do gel formado.

O sulfato de amdnio empregado na precipitagdo das enzimas era
procedente da marca J.T.Baker.

A2.3 — Procedimento Experimental

A2.3.1. Obtengao do extrato bruto enzimatico

Os estudos realizados para avaliar as metodologias de extragao
foram feitos em duplicata.

Na primeira metodologia (EM1)®*, aproximadamente 10,0 g do
vegetal (abobrinha, batata doce, batata inglesa, pepino japonés e raiz forte),
foram picados em pedagos menores e homogeneizados em um liquidificador com
100 mL de tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 6,5), contendo 5,0 mmol L™ de acido
ascorbico e 5 mmol L' de EDTA por 3 minutos. Em seguida, o homogenato foi
fitrado em quatro camadas de gaze e centrifugado a 25000xg (18000 r.p.m.)
durante 15 minutos, a 4°C. A solugcdo sobrenadante foi entdo separada em
aliquotas de 10 mL. Para precipitar as proteinas, adicionou-se sulfato de amdnio
(8,5 g de (NH4),SO4 para cada 10 mL de solugdo sobrenadante (85% de

saturagcdo) e a solucdo mantida a 4°C. Apos 1h, o precipitado formado foi



separado do sobrenadante por centrifugagcdao 25000xg (10 min). O precipitado
formado foi entdo ressuspendido (dissolvido) em tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH
6,5) e empregado nas determinagdes da atividade enzimatica da peroxidase e
polifenol oxidase.

Na segunda metodologia (EM2)%, aproximadamente 10,0 g do
vegetal (abobrinha, batata doce, batata inglesa, pepino japonés e raiz forte),
foram picados em pedagos menores e homogeneizado em um liquidificador com
100 mL de tampado fosfato 0,1 mol L' (pH 6,5), contendo 2,5 g de
polivinilpirrolidona (PVP) por 3 minutos. Em seguida o homogenato, foi filtrado em
quatro camadas de gazes e centrifugado a 25000xg (18000 r.p.m.) durante 15
minutos, a 4°C. A solucado sobrenadante foi entdo separada em aliquotas de 10
mL. Para precipitar as proteinas, adicionou-se sulfato de amoénio (8,5 g de
(NH4)2SO4 para cada 10 mL de solugdo sobrenadante, (85% de saturacéo) e a
solugdo mantida a 4°C. Apos 1 h, o precipitado formado foi separado do
sobrenadante por centrifugagcéo 25000xg (10min). O precipitado formado foi entdo
ressuspendido (dissolvido) em tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 6,5) e empregado
nas determinacdes da atividade enzimatica da peroxidase e polifenol oxidase.

Foram realizadas também extracbes (extracdo de referéncia (ER))
empregando somente a solugcdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 6,5), (na auséncia

de acido ascérbico, EDTA e polivinilpirrolidona).

A2.3.2 Determinagao da atividade da peroxidase

A atividade da peroxidase presente no extrato bruto foi determinada
utilizando o guaiacol como substrato. Em uma aliquota de 1,0 mL de solugao
tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 6,5) foi adicionado 1,0 mL de guaiacol 50,0 mmol
L™ e 1 mL de peroxido de hidrogénio 15 mmol L. Apds homogeneizacdo dessa
solugdo, adicionaram-se 50 pL de extrato enzimatico. A reagcdo se processou
durante 3 minutos a 30 °C e a absorbéncia foi medida em 470 nm. Foram
realizados controles (brancos) do substrato e da enzima, para verificar se estes
nao absorviam no mesmo comprimento de onda do produto de oxidagao

(tetraguaiacol) formado.



Para o calculo da atividade enzimatica, Unidades mL'1, foi

empregada a equagao A1.

Unidades (ML) = 4 x L x #Dx L x 421000 (eq.A1)
e Ve t

Onde:

A = absorbancia

e = absortividade molar (M" ¢cm™) (26.600 M cm™ para o

tetraguaiacol)
Ve = volume da solugdo de enzima utilizada no ensaio (mL)
t = tempo de reacao (segundos)

FD = fator de diluigao (diluicdo do extrato bruto enzimatico)

Uma unidade da atividade da peroxidase representa a quantidade de

enzima que catalisa a oxidagédo de 1 umol de guaiacol em 1 minuto.

A2.3.3 Determinacao da atividade da polifenol oxidase

A atividade da polifenol oxidase presente nos vegetais foi
determinada pela medida da absorbancia em 410 nm, durante 2 minutos, da o-
quinona formada na reacgao entre 2,8 mL da solugéo de catecol 50,0 mmol L em
tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 6,5) e 0,2 mL da solugdo sobrenadante, contendo
o extrato bruto. Foram realizados controles (brancos) do substrato e da enzima,
para verificar se estes nao absorviam no mesmo comprimento de onda do produto
de oxidagao (o-quinona) formado.

Uma Unidade de atividade é definida como a quantidade de enzima
que causa o aumento de 0,001 unidades de absorbancia por minuto nas
condigdes mencionadas. Para o célculo da atividade da PFO foi utilizada a

equacao A2.



A = AAbs x 60 x 1000 (eq.A2)
AtxV

Onde:
A = atividade da enzima (unidades mL™")

AAbs = variagado da absorbancia (410 nm)

At = variagao do tempo (segundos)

V = volume da amostra (mL)

A2.3.4 Determinagao da quantidade de proteinas totais

As quantificagdes das proteinas totais nos extratos foram realizadas
empregando-se a metodologia descrita por Bradford M. M.®® Para a obtencéo da
curva analitica 1,0 mL das solu¢des padrdes de proteinas (10 a 100 ng/mL) foram
adicionadas a 4,0 mL da solugdo do reagente (Comassie blue). Apds 5 minutos
de reagcdo, a absorbancia do complexo formado era medida

espectrofotometricamente em 588 nm.
A.2.3.5 Precipitagao das proteinas (pré-concentragao)

Inicialmente foram realizados estudos preliminares da precipitagéo
das proteinas na presenca de diferentes concentragdes de saturagcdo de sulfato
de amoénio. Em aliquotas de 5,0 mL do extrato foi adicionado sulfato de amdnio
até se obter as porcentagens de saturagdo de 40%, 60%, 80%, 85% e 90%. A
solucdo foi mantida a 4°C, durante 15 h. A seguir, o precipitado foi separado do
sobrenadante por centrifugagdo a 3000 rpm, por 5 min. Foram monitoradas as
atividades da enzima nas solug¢des dos extratos e nos sobrenadantes obtidos, nas
respectivas saturagoes.

A partir dos estudos preliminares, realizou-se a precipitacao das
proteinas em 360 mL da solugdo de extrato bruto, em duas etapas. Na primeira
etapa, ao extrato foram adicionados 144 g de sulfato de aménio (40% de
saturagao), a solugao foi mantida a 4°C por aproximadamente 15 h. A seguir, 0

sobrenadante foi separado do precipitado por centrifugagao a 3000 rpm, durante 5



min. O precipitado foi descartado e ao sobrenadante, adicionou-se mais 162 g de
sulfato de amoénio (85% de saturagdo), a solugcao foi mantida a 4°C, por
aproximadamente 15 h. Novamente o sobrenadante foi separado do precipitado
por centrifugacdo a 3000 rpm, durante 5 min; entretanto desta vez, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado (concentrado de proteinas) foi

ressuspendido em 10,0 mL de uma solugdo tampao fosfato 5,0 mmol L™ (pH 6,0)
A2.3.6 Dialise

Apods a pré-concentracdo do extrato (precipitagcdo com sulfato de
amoénio), o material foi ressuspendido em 10 mL de solugdo tampéao fosfato 5,0
mmol L. Esta solugdo foi acondicionada num saco de didlise, e o material
dialisado durante 8 horas contra 200 mL de uma solugcdo de tampao fosfato 10
mmol L™ (pH 6,0) a 4 °C. A solugdo tampao fosfato 10 mmol L' empregada na

dialise, era trocada em intervalos de 1 hora, durante 8 horas.
A2.3.7 Separacao cromatografica por exclusdao molecular Sephadex G-100

Apos a dialise, 7,0 mL do extrato concentrado foi aplicado na coluna.
A eluicdo na coluna foi realizada empregando-se tampao fosfato 10,0 mmol L™
(pH 6,0) numa vazao de 15 mL/h. As fragbes de 5,0 mL foram coletadas em tubos
de ensaio, empregando o coletor de fragbes automatizado, e nestas fragdes foram
monitoradas as quantidades de proteinas, medidas realizadas no UV (280 nm) e
medida a atividade (U/mL). Porém, antes da medida da atividade da peroxidase
nas fragdes, foi realizado um “screnning” afim de se verificar quais fragcdes se

observava a presenca desta enzima.

A2.3.7.1. Avaliacao rapida da presenga da peroxidase nos extratos

provenientes do procedimento de purificagao(“screnning”)

Em papéis de filtro Whatman n°1 de 8 cm de didametro, foram
riscados quadrados de 1cm x 1 cm com o auxilio de uma caneta preta de ponta

fina. Cada quadrado foi numerado e representava a respectiva fragao eluida. No



centro de cada quadrado foram adicionados, com o auxilio de uma micropipeta,
5,0 pL de uma solugdo tampao fosfato 10,0 mmol L™ contendo guaicol 15,0 mmol
L™ e peroxido de hidrogénio 3,0 mmol L. Em seguida, 5,0 uL das fracdes eram
adicionadas nos respectivos quadrados e esperava-se 3 min de reagdao. A
presenca positiva da peroxidase era evidenciada pelo aparecimento de uma
coloracédo alaranjada. A Figura A1 apresenta o papel de filtro quadriculado, e
numerado, representado as respectivas fragcdes. Este procedimento foi realizado
com as 138 fragdes coletadas da coluna. Posteriormente, nas fragdes que
apontavam a presenca da peroxidase, a sua atividade foi determinada

empregando-se a metodologia descrita no item A.2.3.2.
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Figura A1 — Papel de filtro Whatman n° 1 quadriculado (1cm x 1cm) e numerado,
empregado no “screnning” para verificar a presenca da atividade da peroxidase

nas respectivas fracdes.

5.3 - Resultados e Discussao

A Figura A2 apresenta as atividades da peroxidase obtidas,
empregando-se as medotologias de extragdo ER, EM1 e EM2.

Dos vegetais estudados (abobrina, batata doce, bata inglesa, pepino
japonés e raiz forte) o extrato da batata inglesa e do pepino japonés néao

apresentaram atividade da enzima peroxidase.



A maior atividade enzimatica da POD foi obtida no extrato da raiz
forte (3,56 U mL™), seguida da abobrinha (1,20 U mL™") e da batata doce (0,85 U
mL'1). Entretanto, a disponibilidade da raiz forte, apesar de algumas plantag¢des no
sudeste, é pequena, quando comparada com a abobrinha.

As extragbes da peroxidase, empregando as metodologias EM1 e
EM2, apresentaram sempre melhores resultados que aquelas realizadas somente
em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (ER), pH 6,5. Extragdes realizadas com a
abobrinha e batata doce empregando as metodologias EM1 e EM2 apresentaram
praticamente a mesma atividade de peroxidase. Para a raiz forte, a maior
atividade enzimatica foi obtida com extracbes realizadas empregando-se a

metodologia EM2.
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Figura A2 — Atividade da peroxidase POD (Unidades mL") dos extratos de
abobrinha, batata doce e raiz forte obtidos empregando-se diferentes métodos de

extracdo ER, EM1 e EM2, respectivamente.
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Figura A3 — Atividade da polifenol oxidase PFO (Unidades mL™) dos extratos de
abobrinha, batata doce e raiz forte utilizando de diferentes métodos de extracéo
ER, EM1 e EM2.

A Figura A3 apresenta a atividade da polifenol oxidase obtida,
empregando-se as metodologias de extragdo ER, EM1 e EM2.

Todos os vegetais estudados (abobrinha, batata doce e raiz forte)
apresentaram atividade da polifenol oxidase. As atividades foram mais
significativas quando os extratos foram obtidos com a metodologia de extragcao
EM2.

Definido o melhor procedimento de extragdo, iniciou-se o0
procedimento de pré-purificacdo da enzima peroxidase. A batata doce foi o
vegetal escolhido para os estudos, empregando-se a metodologia de extragao
EM2.

A precipitagdo de proteinas empregando concentragdes crescentes
de sais € uma pratica muito utilizada em laboratérios de bioquimica para atender
tanto a proposta de purificagdo, quanto a de concentragdo de uma proteina
especifica. O sal mais comumente empregado € o sulfato de aménio, devido a
sua alta solubilidade, apresentar baixa toxicidade a maioria das enzimas, custo
baixo e, em alguns casos, pelo efeito estabilizante sobre as enzimas® A Figura
A4 apresenta os estudos preliminares para a precipitagdo da peroxidase, obtida

da batata doce, com concentragdes crescentes de sulfato de amonio (m/V).
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Figura A4 — Precipitacdo da enzima peroxidase, obtida do extrato da batata doce

em diferentes (%) de saturagdo com sulfato de aménio.

O procedimento de extragdo de enzimas, rompimento da célula,
expde o seu conteudo citoplasmatico e nucléico, juntamente com as enzimas
intracelulares®®. Estes compostos sdo indesejaveis e considerados
contaminantes. Ha, portanto, interesse em extrai-los da mistura sem que ocorra
perda da atividade enzimatica. No estudo preliminar realizado para a precipitagao
de proteinas, observa-se que com o aumento da concentracdo de sulfato de
amoénio verifica-se a diminuicdo da atividade enzimatica no sobrenadante. Nas
concentracbes de 85 a 90% de saturacdo, a atividade da peroxidase no
sobrenadante, diminuiu ca. 85%, quando comparada com a atividade inicial da
enzima no extrato (referéncia), sugerindo que praticamente quase toda a
peroxidase foi precipitada. Um outro dado relevante que ndo pode ser observado
no grafico, é que a partir de 40% de saturagao, ocorre a formagéao significativa de
um precipitado e, consequentemente uma clarificacdo da solugdo de extrato,
proveniente da precipitacdo dos materiais citoplasmaticos e nucleares e/ou
proteinas presentes. Nesta porcentagem de saturagdo, ndo ha uma diminui¢cao

significativa da atividade (apenas 11% da atividade inicial). Portanto, nos estudos



posteriores, a precipitacdo e/ou pré-concentragao da peroxidase foram realizadas
em duas etapas, inicialmente com 40% de saturagao, a fim de se eliminar varios
compostos e/ou proteinas indesejaveis, além da clarificagdo do extrato. Apos esta
etapa a mesma solucido de extrato foi entdo submetida a uma precipitacdo com
85% de saturagcado com sulfato de amonio, por 15 h, a 4°C. O precipitado formado
é separado e ressuspendido em 10,0 mL de solugdo tampé&o fosfato 5,0 mmol L™.
O material é entdo dialisado, conforme procedimento descrito no item A2.3.6, a
fim de se retirar o excesso de sal, para posteriormente ser empregado na
cromatografia em gel.

O procedimento de cromatografia em gel € também conhecido como
gel filtracdo, filtragdo molecular, cromatografia molecular, cromatografia de
exclusao, etc. A partir de 1959, uma série de géis foram desenvolvidos sob a
denominacdo de Sephadex.®” O dextrano é um polissacarideo de glicose soltvel
produzido pela bactéria Leuconostoc mesenteroides. Outros géis usados neste
tipo de cromatografia incluem os géis de poliacrilamida (bio-gel), géis de agar e
agarose (Sepharose e Bio-gel) e Sephacryl, que € uma combinagéo de dextrano e
poliacrilamida. O mecanismo de cromatografia em gel pode ser mais facilmente
entendido, considerando-se o gel como uma estrutura porosa na forma de “beads”
(esferas). As proteinas de menor massa molar passam por dentro dos poros
enquanto aquelas de maior massa molar, percolam mais rapidamente pelo lado
de fora das esferas. Assim, no processo de separagao das proteinas, aquelas
com maiores massas molares s&do eluidas mais rapidamente, enquanto as
proteinas menores, no caso da proteina alvo, saem posteriormente. Portanto, a
escolha da porosidade do gel, varia em fungdo da massa molar da enzima de
interesse.

No procedimento de purificacdo da peroxidase foi empregado a
Sephadex G-100 (30 a 80 kD). Uma aliquota de 5,0 mL da solugéo dialisada foi

eluida no sistema cromatografico montado, apresentado na Figura A5.



Figura A5 — Sistema cromatografico para purificagdo de enzimas, constituido de

coletor de fragcdes e coluna cromatografica contendo gel Sephadex G-100.

Um total de 138 fragdes foram coletadas da coluna cromatogréfica.
O acompanhamento da eluicdo das proteinas foi realizada pela medida de
absorbancia, em 288 nm, nas fragdes coletadas. Obtido o perfil de separacéo das
proteinas, Iniciou-se entdo um “screnning” das fragdes para verificar quais
apresentavam a presenga da atividade da enzima peroxidase. Neste trabalho,
empregou-se uma técnica que permite a visualizagao rapida da presenca de uma
enzima, quando esta reage com um substrato especifico, e o produto da reacédo é
um composto colorido. Ela € muito utilizada em eletroforese, empregando gel de
poliacrilamida como suporte, para a identificagdo de enzimas especificas. Dekker
et al.% propuseram a utilizacdo do papel de filtro como suporte para visualizagdo
rapida da enzima, no trabalho de purificagcdo da enzima lacase produzida pelo
fungo Botryosphaeria sp. O procedimento do “screnning” esta descrito com mais
detalhes no item A2.3.7.1.

Utilizando-se esta técnica, diminui-se o tempo e o trabalho que seria
empregado para a medida da atividade em todas as fragbes, além de um
significativo consumo dos reagentes que seriam empregados na medida da

atividade, pois a atividade foi determinada somente naquelas fragbes que haviam



indicado a presencga da enzima. Entretanto, alguns cuidados devem ser tomados
quando empregada esta técnica para analise da peroxidase. Verificou-se que
quando havia a presenca da enzima na fragdo, a reagao ocorria e
consequentemente uma coloragdo alaranjada aparecida num intervalo de até 3
minutos e, apds este tempo a coloragéo alaranjada ia desaparecendo. Portanto, é
recomendavel que se analise um conjunto de 15 fragbes por vez.

A Figura A6 apresenta os resultados obtidos no monitoramento das

proteinas medidas em 288 nm e a determinacdo da atividade da peroxidase

(U/mL).
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Figura A6 — Fracionamento da peroxidase da batata doce em gel (Sephadex G-
100 (2,5 x 70 cm)): Volume das fracbes de 50 mL; B monitoramento da

peroxidase (U/ mL); ® monitoramento das proteinas (absorbancia 280 nm).

Observa-se na Figura A.6 que a peroxidase foi eluida primeiramente
entre as fragdes 21 a 28 e, posteriormente entre as fragcdes 34 a 50. Neste ultimo

conjunto de fragbes, determinou-se a concentracdo de proteinas totais, pelo



método de Bradford. que apresentou um valor médio de 36,0 ug/mL. Entre as
fracdes 51 a 138 a peroxidase nao apresentou atividade enzimatica. A separagao
da peroxidase de outras proteinas e/ou substadncias com massas moleculares
distintas, p6de ser evidenciado pelo monitoramento das proteinas em 280 nm. A
Tabela A.1 apresenta os resultados obtidos nos procedimentos de pré-purificacdo

da peroxidase, obtida da batata doce.

TABELA A1 — Perfil de purificagdo da enzima peroxidase obtida da batata doce,

nas diferentes etapas estudadas

Etapa Atividade T. Proteinas T Atividade Esp. Fator de
(V) (mg) (U/mg de pro.) purificacéo

Extrato bruto 595,49 262,96 2,26 1,0

Apods ppt 85% 221,43

Saturacao 16,93 13,08 5,79

(NH4)2SO4

Sephadex 55,80 2,88 19,37 8,57

G-100

Ao final do processo de pré-purificacdo, obteve-se um fator de
purificacdo da enzima de 8,57 vezes. As fragbes que apresentaram atividade
de peroxidase (34 a 50) foram entdo misturas e liofilizadas. Posteriormente, foi
empregada como catalisador, nos estudos preliminares da reagéo

quimiluminescente, apresentada no capitulo 2, item 2.4.3.

A4. Consideragoes finais



Inicialmente o objetivo do projeto era o emprego da peroxidase
como catalisador da reacao quimiluminescente. Entretanto, nos estudos da
avaliagao da eficiéncia da catalise, verificou-se que num primeiro momento, o
melhor catalisador para as condicbes desse trabalho foi o hexacianoferrato (l11)
de potassio. Os estudos de purificacdo, porem prosseguiram em razdo do
grupo de pesquisa empregar as enzimas (polifenol oxidase e peroxidase) para
a construgdo de biossensores e/ou como reagente em procedimentos
analiticos em fluxo. Neste sentido, algumas parcerias com outros laboratorios
também foram estabelecidas, sendo que o extrato bruto da peroxidase da raiz
forte foi empregado pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Auro A. Tanaka da
Universidade Federal do Maranhdo — UFMA, para o trabalho de mestrado do
aluno Iranaldo Santos da Silva na “Avaliacdo do extrato bruto de raiz forte na
elaboragado de um biossensor amperométrico para determinagao de compostos
fendlicos”. Outra parceria estabelecida com o grupo de pesquisa da Professora
Débora Gongalves, Departamento de Fisica da USP-Sao Carlos, no qual o
aluno de doutorado Mauricio Foschini esta imobilizando o extrato bruto pré-
purificado, como fonte de polifenol oxidase, em filmes poliméricos condutores

(polipirrol) para deteccao de compostos fendlicos,

Atualmente, as alunas de iniciagao cientifica Daniela A. Vieira (bolsa
PIBIC) e Ana Elisa Zeraik (projeto Fapesp n° 05/00647-8), estdo dando
continuidade aos trabalhos de extracao e purificagdo das enzimas peroxidase e

polifenol oxidases, de algumas fontes vegetais.






