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RESUMO

Neste trabalho foram desenvoividas quatro metodologias enzimaticas
para determinagdo de acido oxalico. Em duas delas, empregou-se analise por
injegdo em fluxo(FIA) com reatores enzimaticos constituidos pelas enzimas
oxalato oxidase, [E. C. 1.2.3.4] e peroxidase, [E. C. 1.11.1.7] imobilizadas
sobre sorgo e cevada ativadas com glutaraldeido. Nas determinagdes por
conduiometria, o sistema apresentou comportamento linear na faixa de 0,05 a
0,50 mmol /L { Y =1,110 s.d. 0,7681 + (229,4 s.d. 3,013)X], R 0,9997 (s.d.
1,2164) para N = 5, com repetibilidade de 3,2 %f(r.s.d.) considerando uma
solugdo 0,10 mmol / L e frequéncia de analise de 20 amostras / hora. Este
procedimento foi aplicado com sucesso a amostras de urina peio método da
adi¢do padrio apresentando boa correlagdo com o kit da Sigma®. De maneira
semelhante, as caracteristicas do sistema FIA espectrofotométrico foram: faixa
linear, 0,05 a 1,0 mmol / L { Y = 1,427 s.d. 0,6075 + (94,81 s.d. 1,580)X}; R,
0,9995 s.d. 1,040 N=6 e repetibilidade, = 4%. A técnica foi utilizada em
determinagtes de acido oxalico soluvel contido em capins, cujos resuitados,
mostraram-se concordantes com os do método comercial.

Nos outros procedimentos empregou-se eletrodos sensiveis a CO; e O,.



Com o primeiro, a enzima foi usada no seu micro-ambiente natural, semente de
sorgo (BR303), acondicionada em cloreto de potassio e colocadas num reator
tipo “‘stirring bar”. As diferengas de potenciais apresentaram relagdo linear no
intervalo 1,0 a 4,0 mmol / L. Pelo grafico de Lineweaver-Burk, determinou-se
a cosntante de Michaelis-Menten aparente, Ky, 1,5 mmol / L. As enzimas
oxalato oxidase de cevada e peroxidase de rabano foram imobilizadas sobre
um eletrodo seletivo a oxigénio. Este biossensor bi-enzimatico respondeu
linearmente, no intervalo de 0,080 a 0,70 mmol /L [ Y = 0,08753 s.d. 0,05358
+(7,701 s.d. 0,1473)X] , R=0,9993 s.d 0,08962 para N=6 nas condi¢des: pH
4,00 (tampdo succinato) e temperatura de 27,0°C. Os interferentes mais
significativos foram: acido L-ascorbico, L-aminoacidos, Cu** e AP*. Porém, até
2 minutos de reagdo, praticamente nio houve alteragdo, mesmo no caso de
ativagdo promovida pelos ions Fe**. A metodologia mostrou-se promissora para
determinagdes do analito em espinafre. Todos dispositivos enzimaticos
mativeram em média 70% da atividade inicial ao fim de trés meses de uso (20

analises por semana).
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ABSTRACTS

Several enzymatic methodologies were developed for oxalic acid
analyses. Conductimetric and spectrophotometric flow mmjection (FI) manifolds
has been constructed with barley and sorghum oxalate oxidase, [E.C. 1.2.3.4]
and horseradish péroxidase, [E.C. 1.11.1.7]. Conductimetry furnished linear
range 0.05 t0 0.50 mmol /L [ Y=1.110 s.d. 0.7681 + (2294 s.d. 3.013)X], R
0.9997 s.d. 1.216 for five analyses, repeatibility 3.2% r.s.d. for ¢.10 mmol / L
oxalic acid solution and an analysis frequency of 20 samples per hour. It is
successful procedure to analyses urine specimens showing good correlation
with Sigma’s kit®. In the same way, spectrophotometric method showed: linear
range, 0.05t0 1.0 mmol /L [ Y = 1.427 s.d. 0.6075 + (94.81 s.d. 1.580)X]; R,
0.9995 s.d. 1.040 and relative standard dewviation less than 4%. The FI system
was applied to determine soluble oxalic acid in grasses.

The CO, and O, gas sensing electrodes were employed to design
“stirring bar reactor” and biosensor, respectively. Stirring bar reactor was filled

with embebed aqueous KCl solution Sorghum vulgare, BR-303 varniety seeds.

Potentials variations furnished linear range 1.0 to 4.0 mmol / L. Apparent

Michaelis-Menten constant, 1.5 mmol / L was obtained by Lineweaver-Burk



treatment. Bienzyme biosensor based in barley oxalate oxidase and horseradish
peroxidase immobilized on O, transducer was constructed. A linear biosensor
response was observed from 0,080 to 0.70 mmol / L [ Y = 0.08753 s.d.
0.05358 + (7,701 s.d. 0.1473)X], R=0.9993 s.d. 0.08962 for six measurements,
at optimal conditions: pH 4,00 (succinate buffer with 1 mmol / L. EDTA
dissodium salt) and 27,0°C. Until 2 minutes of the reaction time there is no
influence from the interferences as, L-ascorbic acid, L-amino acids, Cu** and
Al as well from the activation by Fe** ions. This procedure was useful to
determine soluble oxalic acid in spinach. After 3 months with 20 analyses per

week, all enzymatic materials remained 70% of the initial activities.
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Introdugédo 1

I- INTRODUCAO

1.1 OCORRENCIA E TOXICIDADE DE OXALATOS

A familia oxalidaceae compreende oito géneros com ocorréncia
predominante nas zonas tropicats € sub-tropicats do hemisfério sul. Geralmente
sdo herbaceas, com folhas compostas, trifoliadas (Oxalis) ou com maior
numero de foliculos (Averrhoa). Tém frutos baciformes, angulosos com secgao
estrelada’™. Estas sdo as principais caracteristicas desta familia de plantas ricas
em acido oxalico. Como exemplos, incluem-se as varias espécies de trevo ou
azgdjnha, que sdo pragas dos jardins, o género Averrhoa, popularmente
conhecida como carambola, originaria da Malasia, e o Biophvtum, cultivado
em viveiros ou presente em cerrado. Algumas espécies sub-arbustivas do
género Oxalis, normalmente aparecem na natureza.

Em tecidos vegetais como tomate, espinafre, laranja, cacau, chas, capins,
sdo encontradas quantidades significativas de oxalatos de calcio, sodio e
potassio e do proprio acido oxalico. Em produtos industrializados, como suco
de laranja, chocolate, cerveja’® e rolhas para vedar bebidas™, o acido oxalico,
além de estar presente, relaciona-se diretamente com a qualidade destes
manufaturados. Também aparecem em formulagSes de alvejantes, no

tratamento de couro ¢ em removedores de tintas e ferrugent®.
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Pela andlise mamografica de cristais formados em tecidos do seio
humano, pode-se diferenciar tumores cancerigenos®®’. Através da morfologia,
tamanho e distribui¢do, os depdsitos sdo caracterizados em oxalatos e fosfatos
de calcio, os quais relacionam-se diretamente com tumores benignos e
malignos, respectivamente. Outro tipo de tumor, o granuloma, também &
caracterizado pelo aparecimento de cristais de oxalato nos testiculos’® em
pacientes com mais de 30 anos e com comprovada deficiéncia renal cronica. Ja
em amostras de saliva, dentes e tartaro dentario, o acido oxalico na ordem de
mmol / L, é indicativo de um mecanismo fisioldgico de defesa para os dentes””

O &cido oxalico puro ¢ altamente corrosivo e irritante em contato com a
pele, olhos e mucosa, sendo letal se ingerido diretamente. Porém, com os
devidos cuidados de manipuiagdo, rotula¢do ¢ armazenamento, a possibilidade
de intoxicagdo fica praticamente descartada. Por outro lado, individuos com
comprovada tendéncia em produzir cristais na urina, podem acelerar este
fendmeno pela ingestdo de alimentos que contenham quantidades significativas
desse acido. A esta anomalia da-se 0 nome de cristaluria, que em urinas acidas,
formam predominantemente, depdsitos de oxalatos de calcio e magnésio, além

do proprio acido oxalico. Niveis elevados (Tabela 1.1) de acido oxalico, em
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urinas excretadas durante 24 horas, também podem indicar diagnostico clinico

de vanos tipos de hiperoxalunia, uma deficiéncia genética da via metabolica.

Tabela 1.1 - Intervalos de concentragdo de acido oxalico excretado em urinas

de 24 horas por trés classes de individuos normais.

classe de individuo mmol / 24 horas mg / 24 horas
masculino adulto 0,08a049 7 ad4
feminino adulto 6,04 a 0,32 4 a 31
crianga 0,14 20,42 13a38

A presenca do acido oxalico em plasma e soro sanguineo, também conduz ao

dignéstico das anomalias ja citadas.

Praticamente todas espécies de capins para pastagem contém em seus
tecidos acido oxalico e oxalatos de potassio, de sodio e de calcio® com
predomindncia das formas soliveis. Foram detectados varios casos de
intoxicagdo em bovinos®'" e equinos''*!* provocados por este acido. Capins,

como Setaria, apresentam os maiores teores (oxalto total), quando comparados

com outras gramineas forrageiras, ou seja, cerca de 4% da matérnia seca no
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cultivar Kazungula e por volta de 3% nos cultivares Naraok e Nandi''*’ e nas
braquidrias estes teores nio atingem 1% .

As concentragdes de oxalato nos tecidos de capins vartam em fungio de
varios fatores. Normalmente, sdo maiores nas folhas e nas plantas mais

(8,16)

jovens' ™"’ em solos com alta disponibilidade natural de nitrogénic ou potassio

ou por adubagio®!”’. Teores em acido oxalico superiores a 4%, em alimentos,

podem ser considerados toxicos*®

, quando mngenidos por animais famintos, em
mal estado nutricional ou recém-paridos. Animais em estado de lactagdo tém
grande exigéncia dos ions calcio que por complexagao tornam-se indisponiveis
na presenga de oxalatos. Assim, neste estagio, a susceptibilidade & tetania
hipocalcémica, tetania hipomagnesiana, além da desmineralizagdo Ossea,
parece ser bem mais acentuada nestes espécimes, podendo leva-los até a morte.

Considerando as peculiariedades das areas médica e veternaria,
associadas as implicagdes destas com o acido oxalico, faz-se necessario o
desenvolvimento de procedimentos simples, de baixo custo e com alta
seletividade, para as determinagdes deste analito em amostras complexas como
urina, plasma sanguineo, alimentos e capins. Dentre as metodoiogias

disponiveis, aquelas baseadas em enzimas imobilizadas sd3o mais atraentes,

principalmente quando associadas, ou a sistemas FIA, ou a sondas comerciais,
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que apresentem uma membrana de separagdo entre o meio de medida ¢ o
sensor propriamente dito. Certamente com estas consideragdes de ordem geral,

pode-se conseguir arranjos experimentais que fornegam procedimentos
analiticos nio tediosos, e com boa performance.

1.2 - METODOS PARA ANALISES DE OXALATOS

Em meados de 1800, Donné”?” e Bird?”, ja mostravam grande
interesse nas determinagdes de acido oxalico em depositos encontrados em
urinas. Reoch® conseguiu fazer uma contagem de cristais de oxalato de calcio
em urinas tratadas com etanol, sendo este o primeiro método semi-quantitativo
descrito até entdo. Lehman®®, em 1851, foi o pioneiro no desenvolvimento de
um procedimento analitico quantitativo para oxalato. Para isto, fazia a secagem
da unna por evaporagdo, extraia o residuo com etanol, lavava o extrato com
éter dietilico, calcinava e pesava ao final como carbonato de calcio.

Depois da metade do século XIX, apareceu o método mais aceito para
dosagens de acido oxalico, introduzido por Neubauer ¢ Vogel?¥, o qual
envolve em linhas gerais: re-precipitagdo, calcinagdo e pesagem como oxido de
calcio. Muitas modificagdes referentes a este método surgiram, porém, as
contribuigGes mais significativas da época, estdo relacionadas com extragdes

liquido-liquido manual®> e em sistema continuc®.
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A introdugdo da titulagdo com permanganato tornou-s¢ um grande
avango quando comparada as demoradas etapas envolvidas na gravimetria.
Inicialmente, desenvolvida para analisar ions ferrosos por Margheritte®”, esta
técnica volumétrica foi a primeira a envolver uma rea¢do para analise com
abordagem cinética'?®.

1.2.1 TESTES QUALITATIVOS - preliminares : O acido oxalico pode
de uma manerra preliminar ser identificado através de testes de solubilidade,
por aquecimento ¢ reagdes com o actdo sulfiirico concentrado e penmanganato.
Oxalatos de metais alcalinos e de ions ferrosos sdo soliiveis em agua enquanto
que os outros, sdo insoluveis ou pouco soluveis neste solvente. Numa mistura
de anions, os oxalatos podem ser reconhecidos pela adigdo de ions Ca** ou Ag*
que formam compostos insoluveis, com Kpg=2,3.10" mol* L2 e 1,1.10”" mol’
L, respectivamente, a 25 + 1°C. Por aquecimento ou adigdo de acido sulfiirico
concentrado, ocorre a decomposigdo do analito, com a liberagdo de dioxido de
carbono e monodxido de carbono.

(COOH), —» CO,2 + COA + H0

A possibilidade de identificagdo destes gases € feita pela passagem por uma

solugdo de “agua de barita” ou pela igni¢do na boca de um tubo de ensaio,
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respectivamente. Outro teste qualitativo pode ser representado pela rea¢do com
permanganato.
5C04 + 2MnOy + 16 H" > 10CO,7 + 2 Mn*" + 8 H,0
O acido oxalico descora a solugdo de permanganato, contudo, deve-se ter o
cuidado em fazer o teste com “agua de barita™ antes de confirmar o resultado.
Estes testes, dependendo do tipo de matriz, podem conduzir a
conclusdes enganosas, portanto, sdo uteis apenas no sentido de se sugerir a

presenga de oxalato nas amostras. Cromdticos - a) azul de anilina - Por

aquecimento de acido oxalico com difenilamina a uma temperatura de 245 + 5 °

C, obtém-se um composto caracteristico, conhecido como azul de anilina.

(COOH), + HN—C¢Hs), - CeHs—NH—C¢Hs—CO—COOH + H,0
acido oxdlico difenilamina (D
CeHs—NH—CHs—CO—COOH + 2 NH—C¢Hs), —
CeHs—NH—C¢Hs—CH—(CsHs—NH—C¢Hs), + H,O + CO, A oxidasdo
azul de leucoanilina (1)
CeHs—N=CH=C—CsHs—NH—CsHs),  azul de anilina (TII)
Anteriormente, foram descritas as etapas (I, II e III) do referido teste, que nas

condigdes experimentais, ndo sdo positivos para os principais acidos organicos
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que eventualmente possam causar interferéncia. b) fluoresceina - Varios acidos
carboxilicos podem reagir com resorcinol, acido sulfirico concentrado ou
hidroxido de sédio, para produzir o fendémeno de fluorescéncia. Dorronsoro e

Fernandez'®”

, observaram uma cor verde pela reagdo do acido oxalico com
resorcinol, ¢ esta mesma reacdo foi adaptada por Chermnoff®” num teste

conhecido por formagao de anel azul. ¢) conversdo a 4cido glicolico - O acido

oxalico € reduzido a acido glicolico pelo hidrogénio nascente gerado por zinco
ou magnésio em solugdo de acido diluido.

(COOH), + 4H" — HOCH,—COOH + H;0
0 4cido glicdlico pode entdo ser identificado pela reagdo com acido sulfiirico e
acido cromotropico dando um composto violeta ou violeta avermelhado. O

aparecimento destas cores caracterizam a presenga do analito. d) cromatografia

em papel - A utilizagdo desta técnica para identificagdo de acido oxalico em
varios fluidos biologicos, estd sempre associada com problemas praticos.
Dificilmente se conseguia valores razoaveis de Ry pelo uso da modahidade

unidimensional. Apesar disso, Allen®” identificou com sucesso, o acido

oxalico em culturas de Chlamydomonas sp., usando cromatrografia

unidimensional descendente. Para isto; as etapas de filtragdo, concentragdo a
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vacuo ¢ desmineralizagdo, foram necessarias para que as amostras fossem

cromatografadas em trés misturas de solventes como segue na Tabela 11.2.

Tabela 1.2 - Valores de R¢ para trés acidos orgénicos obtidos em trés fases

moveis.

FASE MOVEL | GLICOLICO | CITRICO | OXALICO

Fi 0,67 0,40 0,40
F2 0,70 0,65 0,75
F3 0,57 0,35 0,61

F1 = fase composta por fenol e dgua; F2 = n-butanol e acido acético e
¢ F3 =n-propanol, eucaliptol e acido formico.

Em amostras como urina, Stern®?

eliminou interferéncias pelo usc de uma
coluna de troca idnica para garantir melhor resolugdo. Considerando que os

testes qualitativos, geralmente, sdo empregados em situagdes nas quais exige-se

rapidez, esta técnica parece ndo ser adequada. e) testes com agentes

localizadores - Uma mistura composta de ferrocianeto de potassio 10 % m/v e
sulfato de aménio ¢ ferro(Ill) 0,5% m/v em etanol 70% v/v, produz um

composto azul brilhante quando reage com o acido oxalico®. Também ¢é
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possivel a analise qualitativa deste acido pela supressdao de fluorescéncia do
complexo formado pela reacdo entre sulfato de aluminio com 8-
hidroquumolina(34). Sob a luz ultravioleta, o analito aparece como uma mancha
azul escura sobre uma fluorescéncia de fundo amarela. Esta reacdo apesar de
mostrar boa sensibilidade ( 0,5 a 2,0 ug) niaoc apresenta especificidade
aceitavel.

1.2.2 - MICROSCOPICO

A identificagdo de depositos de oxalato em materiais biologicos, por
microscopia, baseia-se na morfologia dos cristais formados. Em plantas,
geralmente, as formagdes sdo intracelulares, solitarias ¢ de varios tipos, ou
aparecem como aglomerados (rapides e drusas). Ja nos tecidos animais, cristais
de oxalato de calcio, usualmente sdo extracelulares e na forma de roldanas ou
rosetas. Qutras informagdes podem ser obtidas pelo uso de luz polarizada,
analisando-se a bi-refringéncia, cujo efeito é o aparecimento de brilho colorido.
Esta técnica, além de ser pouco difundida entre os quimicos, requer o uso de
ferramentas especificas e a necessidade de um operador especialista. Apesar
disso, profissionais da area clinica tém utilizado a técnica para diagndstico de
pedras nos rins pela andlise de urinas. Isto ¢ feito pela caractenizagdo e

contagem dos cristais num campo optico fornecido por um hemacitémetro. Este
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procedimento, além de susceptivel a erros de ordem operacional, sdo sensiveis
apenas para amostras com altas concentragdes de acido oxalico em relagdo aos
intervalos de controle normal.

1.2.3 - CROMATOGRAFICOS

Na literatura estdo descritos diversos métodos para analise de oxalato,
que empregam as varias modalidades desta técnica. Em 1974, Roughan €
Slack®® propuseram uma metodologia semi-quantitativa baseada na
cromatografia de camada delgada, na qual utilizaram silica gel e benzeno como
fases estacionaria € movel, respectivamente. Fizeram parte do procedimento,
etapas de extracdo a partir de capim seco e pulverizado, denvatizagdo
(metilagdo) e revelagdo com cloridrato de hidroxilamina e cloreto férrico. O
metil oxalato foi vizualizado como manchas marrons quando submetido a
vapores de amOnia. A metodologia proposta mostrou-se eficaz na detecgio de
1% em acido oxalico. Com esta mesma finalidade, considerando-se
necessidades semi-quantitativas, também mostraram-se eficientes as
modalidades de cromatrografia de parti¢do, troca i6nica e filtragdo em gel.

Aproveitando a mesma reagdo de metilagdo usada por Roughan e

Slack®”, a empresa BLM consultoria, Assisténcia Técnica ¢ Planejamento

Agro-pecuario S/C Ltda., S3o Paulo, desenvolveu uma metodologia baseada na
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técnica de cromatrografia gasosa, voltada para analises em forrageiras, fenos,
silagens e¢ ra¢des. Em linhas gerais, para execu¢do deste procedimento, é
necessaric 0 manuseio com uma mistura de cloroformio anidro e metanol
absoluto a 2+1 (v+v) e acido sulfirico concentrado. Além disso, sdo
requeridos, periodo de incubagio 90 minutos a temperatura de 4°C, coluna de 2
m x 3 mm contendo 17% de etileno glicol succinato em Cromosorb® W-DCMS
a 100°C, injetor/detector a 200°C e nitrogénio gasoso, com fluxo de 25 mL min’
! Para obtengdo da % de acido oxalico, usa-se a formula que segue.
% H,0x=A,.M;. 100 + A, . M,

onde: Aa, Ap, M, e M, = areas dos picos e massas referentes a amostra e ao
padrdo, respectivamente. O emprego desta técnica exige o manuseio de
substancias altamente toxicas, bem como a utilizagdo de equipamento com
custos de manutengdo relativamente altos. Além disso, devem ser consideradas
as reagOes de derivatizagdo muito comuns nestes procedimentos.

Qutra metodologia fundamentada na cromatografia gasosa foi

aprimorada por France e Wallace®®

, que fizeram a correlagdo com
espectrometria de massa com dilui¢do isotépica. Neste caso, o procedimento

analitico foi direcionado para a analise de oxalato em plasma sanguineo.

Iniciaimente, foram necessarias varias etapas dispendiosas e a utilizagdo do
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reagente n-metil-n-(terc-butildimetilsilil)trifluoracetamida que forma wum
derivado pouco estavel. Portanto, trata-se de uma metodologia adequada para
analise de oxalato em plasma em situagOes onde a demanda de amostras nio
seja elevada.

Além de amostras de plasma sanguineo®”, também foram objeto de
estudo pela técnica de cromatografia idnica, liquido aminiético®, o mineral
baierita®” e vegetais“”. Em todas, etapas de ultrafiltragéo e acidificagio das
amostras sdo necessarias para ehminagdo de interferéncias, principaimente de
acido L-ascérbico em amostras sanguineas!. A resolugio dos cromatogramas,
normalmente pobres, apresentaram um tempo de retengio da ordem de minutos
e também requereram as mesmas técnicas de suporte empregadas nas outras
metodologias. Dentre os métodos citados por cromatografia i6nica, um deles
combina no arranjo experimental, uma pos-coluna de detec¢do, baseada na
quimiluminescéncia do complexo [Ru(bipy);]’*, com adaptagdo para analise
por inje¢dio em fluxo®®”. Neste procedimento, obteve-se boa sensibilidade (10~
mol / L), comum a este tipo de detecgdo. Em contra partida, ndo foi aplicado

em amostras sanguineas € urina que apresentam as maiores interferéncias.

Além disso, fo1 exigido um esquema FIA relativamente complicado.
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A cromatrografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) tem-se destacado
dentre as modalidades cromatograficas para diferentes determinagdes na area
médica ¢ biologica. Particularmente, para as andlises de acido oxalico em
amostras de urina e plasma, esta técnica tem se mostrado adequada quando
obsevadas a separagdo dos picos e limites de detecgio®*”. Em ambos, ndo
sdo dispensaveis também, reagdes de denvatizagdo, desproteinizagdo ¢
filtragdo, comuns a outras metodologias. Da recepg@o das amostras até injegao
no cromatografo sdo necessarias aproximadamente seis horas para o
tratamento. Adicionalmente, estudos sobre reprodutibilidade, mostraram
variabilidade consideravel dos resultados obtidos por HPLC™. Assim, pelo
arranjo de procedimentos experimentais que envolvam, por exemplo, a técnica
e enzimas imobilizadas, pode-se reduzir a nivels aceitaveis as varnagdes
observadas nas calibragdes inter-laboratérios.

Menon e Mahle™”, utilizaram a cromatografia iénica com detecgdo
condutométrica, fazendo a atribui¢do do pico correspondente ao oxalato pelo
tratamento das amostras com a enzima oxalato descarboxilase antes da inje¢do
no cromatografo. Observaram entdo o desaparecimento do sinal analitico €
consequente aparecimento de um sinal tipico do ion fornmato, produto de

reagdo de acido oxalico catalisada pela enzima. Apesar da simpiicidade no
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tratamento da amostra, esta metodologia apresentou um tempo de eluigio de 20
minutos para o registro do oxalato, portanto, inadequado para anélises de urina.
Martz et alii*”’, propuseram um procedimento aplicado a amostras de forragens
empregando HPLC. Em primeira instincia, fizeram: extragdo dos oxalatos
(solaveis e 1nsoluveis), incubagdo por dezesseis horas com oxalato
descarboxilase e derivatizagdo a 110°C por seis horas. Assim, por motivos
semelhantes aos anteriormente citados, a metodologia ndo se mostrou atrativa.

Nos procedimentos descritos®*®

, utilizaram enzimas solubilizadas com o
mtuito de produzir derivados que pudessem auxiliar no reconhecimento e
detecg¢do do analito, ndo havendo reaproveitamento do material bioativo. Um
avango em relagdo a estes métodos, foi alcangado por Yamato et alii®”’ que
imobilizaram a enzima oxalato oxidase sobre um gel AF-tresiltoyopear 650™,
construiram um reator, ¢ este foi inserido num sistema de fluxo. A separagdo do
analito fo1 feita por HPLC ¢ a detecgdo, amperométrica do peroxido de
hidrogénio, feita sobre um eletrodo de platina a +0,50 V versus Ag/AgCl.
Obviamente que neste potencial, as interferéncias presentes nas amostras
trariam problemas caso 0 método de separagdo prévio nio fosse adotado.

A determinagdo de acido oxalico em sangue e urina também foi

executada por cromatografia liquida com detecgiio eletroquimica®. Como
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eletrodo de trabalho, utilizaram pasta de carbono contendo cobalto ftalocianina,
onde aplicaram +0,75 V versus Ag/AgCl. Apesar do procedimento nio inclur
tratamento elaborado das amostras e apresentar baixo tempo de eluigdo para
acido oxalico (cerca de 3 minutos), exitbiu problemas de envenamento e
reprodutibilidade da superficie do eletrodo de trabalho. Qutro procedimento
mais engenhoso e relativamente bem sucedido foi apresentado por Skotty e
Nieman*”, que combinaram HPLC com detecgdo de quimiluminescéncia
gerada eletroquimicamente. O oxalato é separado numa coluna de fase reversa
e o eluato é combinado com um fluxo de [Ru(bipy);]*". Na célula de fluxo, o
complexo é oxidado sobre um eletrodo de platina, reagindo com o oxalato para
produzir o fenémeno da luminescéncia. A metodologia apresentou bom limite
de determinag¢do ( lumol / L), tempo de retengdo de 5,3 mmutos para
separagdo do acido oxdlico e arranjo de fluxo muito complicado. Mesmo
tratando-se de uma combinagido aplicavel as analises de oxalato, a metodologia
apresentada exigiu a utilizagdo de trés equipamentos de médio porte: fotémetro,

cromatografo HPLC e potenciostato, o que leva a arranjos de FIA ndo

funcionass e, restrigdo de uso de equipamentos.
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1.2.4 - POLAROGRAFICO

Através de uma reagdo de dernivatizagdo entre acido oxalico e o-
fenilenodiamina, obtem-se um produto eletroativo, 2,3-dihidroxiquinoxalina,
que apresenta um pico maximo por volta de +0,900 V versus Ag/AgCl (KCi 3
mol / L). Empregando esta reagdo, foram desenvolvidas por Rodrigues e

Barrros®”

, metodologias baseadas na técnica polarografica de pulso
diferencial, para analisar acido oxalico em rolhas, cerveja e espinafre.
Observou-se boa sensibilidade, 5x10°® mol / L e intervalo linerar 2x107a 2x10~
mol / L. Por outro lado, envolve preparagdo elaborada e é pouco seletiva,
sofrendo influéncias de interferentes como dos acidos L-ascorbico, maleico,
ghoxilico e fumarico, além do que, no potencial de estudo, interferéncias
oriundas de matéria organica, sdo bastante comuns nestas amostras.

1.2.5 COLORIMETRICOS

Um grande numero de metodologias baseadas em solug¢des coloridas
foram desenvolvidas para determinagdes de acido oxdlico em amostras
biologicas. Sdo exemplos: a formagdo do complexo vermelho de acido
pervanadico com metavanadato e perdxido de hidrogénio ( Mitchel)®!, a
reagdo entre o analito ¢ complexo verde formado entre ferro (IIl) e ferron que

provoca descoramento (Burrows)®? e a formagdo de um complexo vermelho
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com indol (Hausman)®”. Para fins quantitativos, todos exibiram baixas
sensibilidade e seletividade. Outras possibilidades foram testadas utilizando-se
fenilhidrazina®® e  2,7-dihydroxinaftaleno-acido  cromotropico™’, que
apresentaram como principais limitagdes, a necessidade de precipitagdo do
acido oxalico e uso de acido sulftrico 18 mol / L. para desenvolvimento de cor,

respectivamente. Dutt ¢ Motola®®

, propuseram um método baseado na
oxidagdo de ferroina por Cr(V1) para andlise de oxalato em amostras de urina ¢
sangue. Mesmo exibindo um intervalo util de determinagio compreendido entre
0,7 e 3,5 ug / mL e um limite de detecgdo de 0,5 ng / mL, a metodologia
sugerida conta com elaborados passos de desproteinizagio e extragdo para
ambas as amostras. Também com base na técnica de extragio, Salinas®®”, nos
mesmos tipos de amostras conseguiu determunar o acido oxalico, reagindo-o
com vanadio(V) e acido mandelohidroxamico(MHA) formando o complexo [V*
(MHAXC,04)]", que absorve em 535 nm. Os resuitados foram um limite de
detecgdo de 0,5 ng / mL, intervalo linear de 1,5 a 8,8 ug / mL e trinta minutos
para o desenvolvimento de cor. Visando diagnostico clinico através de analises

(58)

de urinas, Baadenhuijen e Jansen"™’, utilizaram a reagdo de uranio (IV)com 4-

(pindilazo)resorcinol (PAR) para formar um complexo vermelho. Em meio
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acido, ocorreu diminmgdo significativa de absorbincia da espécie a 515 nm

pela presenca de oxalato.

PAR PAR™ + H'

PAR + UO,” = UO,PAR'

UO,PAR" + C,0.* UO,C,04 + PAR’
Obteve-se os pardmetros semelhantes aos métodos anteriores ¢ também foi
necessario a precipitagdo com ions calcio.

Salvo as consideragdes de ordem técnica e de definigdo envolvidas nas
medidas por colorimetria e luminescéncia, algumas metodologias baseadas em
quimiluminescéncia foram propostas para anilise do acido oxalico com o
objetivo de methorar a sensibilidade e a seletividade. Em 1991, Albrecht®® et
alii, aplicaram uma metodologia baseada na luminescéncia de peroxioxalato
para determinagdo de oxalato e porfirinas em amostras de urina. A grande
vantagem apresentada foi a auséncia da precipitagdo do oxalato e os excelentes
niveis de detec¢do (10 nmol / L). Em 1993, os mesmos autores utilizaram a
mesma metodologia aplicada a amostra de plasma sanguineo, mas com uma
abordagem  médico clinica®. Também com base no fenémeno da

luminescéncia, num arranjo elegante utilizando fibra optica, determinou-se

acido oxalico em vegetais®". A espécie ativa foi gerada eletroquimicamente
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sobre um eletrodo de platina modificado com o [Ru(bipy):]** / Nafion®, e
colocado contra a face de uma fibra optica. Tal arranjo permitiu determinagdes
da ordem de 1x10™ a 1x10” mol / L em amostras de espinafre e mostrou boa
correlagdo quando comparado com cromatografia idnica.

As metodologias colorimétricas para determinagdo de acido oxalico
apresentadas, geralmente, envolvem varias etapas de preparagdo das amostras.
Por 1sso, procedimentos fundamentados na eletrogeragdo de compostos
luminescentes por via enzimatica ou nio, associados a dispositivos como a
fibra optica, podem fornecer varias possibilidades que visam a automatizagio e
monitorizagdo /n /oco de processos industriais € eventos metabolicos humanos
in vivo.

1.2.6 ENZIMATICOS

As enzimas sdo proteinas globulares, que funcionam como catalisadores
biologicos, cujas estruturas tridimensionais fornecem arcabougos moleculares
altamente especificos para reconhecimento quimico de substratos. Estas
macromoléculas bioativas conseguem a conversdo de reagentes a produtos com
praticamente 100% de rendimento em temperaturas proximas a do ambiente.
Sdo sintetizadas no meio vivo, vegetal, animal e protista, estando associadas a

outras espécies como lipidios, polissacaridios e outras proteinas de
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constitutgdo. Assim, para fins analiticos, normalmente devem ser parcial ou
totalmente purificadas.

No caso particular do substrato oxalato, a enzima oxalato descarboxilase
([E.C. 4.1.1.1]}, 1solada pela primeira vez de um fungo de madeira, Colybia

(®2) catalisa a reagio :

velutipes
(COOH), - C0O,2 + HCOOH

¢ mostrou atividade em pH 3,0. Crawhall e Watts®®”, empregaram esta enzima

para analise do analito em plasma sanguineo, medindo o didxido de carbono

comn um mandmetro especial. No entanto, para as amostras com niveis normais,

nio conseguiram sensibilidade suficiente. Pela utilizagdo do mesmo principio

Mayer et alii®

, aplicaram pela primeira vez o biocatalisador visando andlises
de urinas. Outras sequéncias experimentais alternativas foram introduzidas®>
67 & todas apresentaram como novidades : aumento da quantidade de enzima;
desproteinizagdo, filtracdo e remocio do CO, das amostras e mterferéncias de
fosfato e sulfato.

A enzima oxalato descarboxilase foi acoplada a outras enzimas, por
exemplo, formiltetrahidrofolato sintetase, [E.C 6.3.4.3]°® e formato

deshidrogenase, [E.C. 1.2.1.2]®” para determina¢des de acido oxalico. No

primeiro caso, o ion formiato obtido pela conversdo de acido oxalico, reage
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numa segunda etapa com tetrahidrofolato, para formar N'-
formiltetramdrofolate. Em meio acido, este composto, transforma-se numa
espécie que absorve intensamente em 350 nm. Assim, as variagbes de
absorbéncia foram relacionadas diretamente com as concentra¢des do analito.

No segundo, ocorreram as reagbes que seguem, medindo-se

espectrofotometricamente a redugio do NAD".

oxalato descarboxilase formiato deshidrogenase

(COOH), + —» HCOOH — > (0,

CO; NAD" —» NADH + H’

Apesar de aplicaveis a varias amostras, estas metodologias requereram grandes
quantidades de enzimas purificadas.

Em 1930, observaram que extratos brutos de tecidos vegetais de cevada
apresentavam atividade frente ao oxalato. A partir deste fato, trinta e trés anos
mais tarde, foi isolada de musgos e sementes de cevada”’® uma enzima com
esta propriedade, a qual chamaram de oxalico oxidase. Esta, denominada

contemporaneamente de oxalato oxidase, [E.C. 1.2.3 4], catalisa a reagdo:
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oxalato oxidase

(COOH)2 + O, > 2C0O;, + H,O,

Foi também purificada de outras fontes como: sorgo”’'’¥, Pseudomonas sp

0X-53™ _caruru'™, banana’®, entre outras.

A utilizagdo da enzima oxalato oxidase apresenta algumas vantagens em
relagdo a oxalato descarboxilase!””. Dentre estas, destacam-se: maior afinidade
pelo substrato ( menor Ky), maior ocorréncia e purificagio mais simples. Esta
tendéncia pode ser facilmente comprovada através dos trabalhos publicados na
ultima década. Por 1sso, esta enzima vem sendo largamente usada na confecgdo
de kits comerciais acoplada com a enzima peroxidase de rabano>™. A
metodologia comercializada pela Sigma Diagnostics®, baseia-se na medida
espectrofotométrica de uma espécie que absorve em 590 nm.

PEROXIDASE

H,0, + MBTH + DMAB — INDAMINA COLORIDA + H,0

O perdxido de hidrogénio formado pela agdo da oxalato oxidase, reage com 3-
metil-2-benzotiazolinona hidrazona (MBTH) e com o acido 3-(dimetilamino)

benzdico (DMAB) para formar o composto de interesse. Como principais
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limitagdes citam-se: tratamento demorado das amostras, interferéncia de acido
L-ascorbico e instabilidade dos reagentes mediante incidéncia de luz e
vanagdes de temperatura apos dissolvidos. De maneira semelhante, apenas com
um pouco mais de sofisticagdo pelo uso de antisoro para oxalato oxidase ¢
eletrolito  poli-ionico, Lathika et alii®”, desenvolveram recentemente,
metodologia para analise de oxalato em urina.

Nao ha duvida que as metodologias apresentadas pelos diversos autores,
tém seus méritos e limitagdes em relagdo as determinagdes de acido oxalico em
amostras de urina, plasma sanguineo e alimentos. Assim, com a inclusdo de
técnicas adequadas de imobilizagdo, associadas a outras formas de detecgdo,
pode-se melhorar de maneira significativa as proposi¢des neste sentido.

1.2.6.1 BIOSSENSORES PARA OXALATO

Os sensores quimicos sd3o dispositivos que transformam informagdes
quimicas, como variagdes de concentragdo de alguma espécie de interesse, num
sinal analiticamente util®"’. Estes arranjos contém duas unidades funcionais
basicas - um receptor, que ¢ a parte onde a informagio ¢ transformada numa
forma de energia que possa ser medida por um transdutor, que é a segunda
parte do dispositivo, capaz de converter a energia de saida do receptor num

sinal de interesse analitico, geralmente, diferente do sinal de entrada.
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A parte receptora dos sensores quimicos basela-se em varios principios,
como: 1) principio fisico - medidas de absorbéncia, condutividade, temperatura,
massa, etc; ii) quimico - ocorréncia de reagdes quimicas com a participagao do
analito elevando assim o sinal analitico e iii) bioguimico - O sinal provém de
processos bioquimicos. Qualquer espécie que promova eventos baseados neste
ultimo principio, e quando intimamente acopladas a transdutores adequados,
recebem o nome de biossensores. Estes incorporam um ou mais elementos
biolégicos para produzirem um sinal eletrénico proporcional a concentragdo de
uma dada espécie ou um conjunto delas. Os estudos com biossensores tém sido
motivados por um instinto pratico, baixo custo por analise e principalmente
pela alta seletividade apresentada por molécuias biolégicas, como as enzimas.
Grande parte dos trabalhos resultam das necessidades das areas médica®®,
bromatologica®*> ¢ ambiental®.

Os biossensores ndo sdo apresentados como uma classe especial, porque
0s processos em que se baseiam, em geral, s0 comuns a0s sensores quimicos.
Podem ser diferenciados de acordo com o elemento biologico usado como
receptor; que pode ser: organismo, anticorpo, tecido, célula, organela, enzima e
outros; como também em relagdo ao tipo de transdutor: potenciométrico,

amperométrico, colorimétrico, etc. Por ser uma linha de pesquisa relativamente
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nova e necessitar de conhecimentos multi-disciplinares, ndo ha ainda um
concenso na classificagdo destes.

A grande variedade de reagdes em meios biologicos, promovidas
especificamente por espécies, também encontradas nestes meios, associada a
disponibilidade de wvarios transdutores, fornece wversatilidade frente ao
desenvolvimento de metodologias analiticas®”.

Na construgdo de biossensores para analise de oxalato, geralmente sdo
empregados como transdutores, sondas comerciais sensiveis aos gases dioxido
de carbono e oxigénio, baseadas em principios potenciométrico e
amperométrico, respectivamente. Também fazem parte das elaboragtes destes
dispositivos, eletrodos modificados, onde mede-se as correntes de
decomposi¢do de perdxido de hidrogénio, num potencial fixo de +600 mV
versus Ag/AgCl. Como biocatalisadores sdo utilizadas duas enzimas, oxalato
descarboxilase e oxalato oxidase, que s3o convenientemente imobilizadas e
acopladas ao transdutor.

Sobre eletrodo sensivel ao diéxido de carbono, alguns autores®s%")
imobilizaram a enzima oxalato descarboxilase por meio de diversos
procedimentos. De maneira geral, os dispositivos mostraram faixas tteis de

trabalho um pouco restritas, tempos de resposta elevados e estabilidade da



Introdugéo 27

ordem de meses. Cuniosamente, esta enzima aparece com mais frequéncia na
literatura em trabalhos publicados até 1985, envolvendo medida de dioxido de
carbono. Em 1986, Guilbault et alii®’ imobilizaram sobre uma membrana de
intestino de porco ativada com glutaraldeido a enzima oxalato oxidase,
acoplando-a fisicamente & superficie de um eletrodo sensivel ao oxigénio.
Conseguiram faixa util de trabalho para analises em urinas, ndo havendo a
necessidade do pré-tratamento das amostras. O biossensor manteve-se estavel,
com cerca de 80% da atividade inicial apés 50 dias de uso. De maneira
semelhante, Dinckaya e Telefoncu®", desenvolveram um biossensor com ©
elemento bioldgico imobilizado em gelatina, com desempenho analitico
semelhante ao anterior.

A maior parte dos trabalhos com biossensores para oxalato, baseiam-se
na determinagdo do perdxido de hidrogénio, obtido pela agdo da enzima
oxalato oxidase extraida de cevada, principalmente. Nestas determinagdes, o
material bioativo é imobilizado em varias matrizes como colageno®”,

(93)

poliamida (54)

e PVC, acetato de celulose e policarbonato™ ¢ o conjunto
colocado fisicamente em eletrodos como platina, carbono vitreo, ouro, etc.

Estas membranas apesar de aumentarem a resisténcia elétrica na matriz sio

indispensaveis para as medidas com amostras reats. Além do que, no potencial
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necessario para decompor a agua oxigenada, as interferéncias causadas por
compostos organicos sao bastante significativas.

Nos trabalhos anteriores, os autores empregaram enzimas purificadas e
imobilizadas para analise de oxalato. Diferentemente, Glazier ¢ Rechinitz®,
imobilizaram tecidos de caule de beterraba numa matriz de pasta de carbono. A
a corrente gerada pela decomposi¢do do perdxido foi acompanhada a +650 mV
versus Ag/AgCl e constataram a viabilidade de se usar materiais “in natura” em
determinagdes, com razoavel estabilidade. Mesmo com um caréter puramente
académico, este trabalho foi um marco em relagdo aos dispositivos
apresentados para analise de oxalatos. Tal trabalho aliado a uma visdo de
otimizagdo®”, pode apontar decisivamente no sentido da resolugdo dos
problemas encontrados em amostras reais. Outro trabalho com estas
caracteristicas’®, avalia o desempenho de dois biossensores, um
amperométrico € outro potenciométrico, onde utilizou-se a enzima de tecido de
banana, parcialmente purificada em acetona. Os resultados obtidos sugerem um
melhor desempenho do biossensor amperométrico, quando considerados
limites de detecgdo e tempo de resposta. De maneira semelhante Rechnitz e
Bradley”®”, fizeram as mesmas constatagdes num trabalho muito semelhante

publicado no mesmo ano.
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A utilizagdo destes dispositivos como ferramentas para analises em
quimica analitica tem ganho maior espago na literatura, principalmente quando
estdo envolvidos os analitos, glicose e lactato. No caso especial de acido
oxalico, a necessidade de automatizagdo, uma consequéncia da demanda e
mstabilidade das amostras, tem levado alguns autores a seguirem por este
caminho.

12.6.2 ENZIMATICOS POR FIA

A analise por injegdo em fluxo, introduzida pela primeira vez por
Ruzicka, a 20 anos atras, tem como principais caracteristicas de desempenho:
frequéncia de analise, baixo custo, pouco consumo de amostra, medidas feitas
fora do equilibrio e a possibilidade de determinagbes simultineas. Para isto,
varias configura¢des foram apresentadas, especificamente visando analises de
anions®®. Estas metodologias podem ser classificadas de acordo com o tipo de
detecgdo  empregada, portanto:  potenciométricos,  amperométricos,
colorimétricos, etc. A grande vantagem de se usar as estratégias em fluxo esta
associada a possibilidade de acompanhamento “in vivo”, oferecendo resultados
mais confidveis. As determinagdes enzimaticas em fluxo, de espécies de

interesses bromatologico®’ e clinico''™ | geralmente envolvem reatores com
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enzimas imobilizadas nas mais diversas formas, ou biossensores, ou enzimas
com mediadores ",

Em alguns trabalhos encontrados na literatura, a enzima oxalato oxtdase
foo imobilizada e adaptada a um sistema de fluxo com detecgdo
colorimétrica''% 1% Nestes, observaram interferéncia de acido ascorbico e
foram aplicados com relattvo sucesso em amostras de urina. A oxalato
descarboxilase, também citada®"'%"®  apresenta como desvantagens,
sistemas de fluxo complicados ¢ a necessidade de uma segunda enzima.

Duas estratégias, baseadas no fenémeno da luminescéncia, mostraram-se
eficientes em determinagdes de dcido oxalico em amostras de urina e plasma.
Na primeira”’’”’, mediu-se a luminescéncia da espécie NADH, gerada pela
decomposigdo do analito pela acdo catalitica das enzimas oxalato
descarboxilase e formiato desidrogenase. Na segunda™'”, num reator
enzimatico, a oxalato oxidase reagiu com o analito, obtendo-se o sinal analitico
pela reacdo luminescente entre perdxido de hidrogénio, luminol e
hexacianoferrato(III). Estes procedimentos mostraram-se uteis para os fins

propostos, apenas com uma Iimitagédo, frequéncia de analise. Uma metodologia

amperométrica’' "', também com a enzima oxalato oxidase, imobilizada num
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sistema de fluxo, foi aplicada para analises de solugdes padroes de acido
oxalico.
Uma série de trabalhos que ndo utilizam enzimas para determinagdes de

acido oxalico tem motivado alguns autores a desenvolverem procedimentos em

(112-114) (115,116)
2 2

fluxo com  medidas: amperomeétricas colortmétricas
fluorimétricas’’!”, luminescéncia!'®!!% ¢ de massa’*”. Em praticamente todos,
sdo necessarias etapas de precipitagdo com ions calcio e filtragdo, e apresentam
sistemas de fluxo pouco funcionais ou ndo sdo aplicaveis na resolugdo de
amostras reais. Considerando-se as vantagens e desvantagens oferecidas pelos
métodos enzimaticos e ndo enzimaticos, certamente, que a prioridade recai
sobre os primeiros.

1.3 OBJETIVOS DA TESE

Pautado na relevancia dos oxalatos nos meios biolégicos bem como na
necessidade de desenvolvimento de novas metodologias analiticas, pode-se,
dentro de uma visdo moderna, imputar os seguintes objetivos:
1) Imobilizar enzimas em matrizes naturais para analises de oxalato.
2) Determinar oxalato por via enzimatica, quantificando dioxido de carbono.
3) Definir arranjos experimentais de analise por inje¢do em fluxo.

4) Construir e avaliar biossensores.
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IL. PARTE EXPERIMENTAL

II.I SOLUCOES E PADROES

NAS MEDIDAS COM ELETRODO SENSIVEL A CO, -“solucdo 100
mmol / L de dcide oxdlico” - Foi preparada dissolvendo-se quantidade
adequada do solido(COOHCOOH.2H;0), numa solugdo 0,10 mol / L de
cloreto de potassio (Merck) ou nos outros meios de medida. “ solugdes
tampdes” - Nos estudos do efeito de pH sobre a resposta do eletrodo com o
reator enzimatico, o intervalo de pH comprendido entre 1,0 ¢ 52 foi
investigado fazendo-se uso das seguintes solugdes tampdes, na concentragdo
de 0,05 mol /L : pH 1,0 e 1,8 - KCVHCI; pH 2,5 — Glicina/HCl e de pH 3,1
a 5,2 = acido succinico/NaQOH.

NAS MEDIDAS EM FLUXO - Em todas as medidas utilizou-se agua
desionizada no aparelho Nanopure®, que fomeceu o solvente com 17,8 MQ.
Reagentes de grau analitico fizeram parte de todas as preparagdes.

Nas medidas em fluxo com detec¢do condutométrica, empregou-se agua
desionizada nas vias carregadora e de detecgdo. As solugdes padrdes de acido
oxalico foram preparadas por diluigdo em dihidrogenofosfato de sodio, 0,05
mol / L, em pH 3,00 ajustado com acido fosforico. No intervalo de

concentragdo considerado, ndo houve varitagio maior do que 0,02 unidades de
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pH. O mesmo metio foi adotado para as medidas do efeito do pH sobre o sinal
analitico.

Nas analises de urina pelo método da adigdo de padrdo, volumes
adequados de solugdo, 10 mmol / L em acido oxalico, foram adicionados as
amostras previamente diuidas e injetadas no sistema com detecgdo
condutométrica.

Como wvia carregadora para as medidas em fluxo com detecgdo
espectrofotométrica, empregou-se o tampao acido succinico-NaOH 0,05 mol /
L, pH 4,00 ¢ contendo etilenodiaminotetracetato de dissodio ( Merck ). De
maneira semelhante ao procedimento anterior, os padrées também foram
preparados por diluigdo neste meio. Posteriormente ao reator enzimatico,
utilizou-se uma solugdo de acido fosférico 1,0 mol / L em confluéneia com a
via carregadora. Além disso, preparam-se as solugdes de purpura de bromo
cresol (PBC), pesando-se 0,27 g do sdlido, dissolvendo-o em 20 mL de etanol
absoluto e completando-se o volume para 500 mL com agua destilada
previamente desaerada por aquecimento. Desta forma obteve-se uma solugdo
estoque, 1,0x10” mol / L, a qual foi diluida com o mesmo solvente e de acordo
com a concentragdo desejada. O pH foi ajustado a 7,00 pela adigio de

hidroxido de sodio diluido, de tal forma a nfo provocar mudanga significativa
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no volume da solugdo, e armazenada em recipiente fechado. Preparou-se um
volume de 2L de solugdo para serem utilizados diariamente.

NAS MEDIDAS COM O BIOSSENSOR - Para o estudo do efeito da
variagdo do pH, na faixa de 3,0 a 7,0 , utilizaram-se solugdes tampao acido
succinico-NaOH, 0,05 mol / L e solu¢do tampéo fosfato, ambas contendo 1,0
mmol / L de Na,H,EDTA respectivamente, saturados com oxigénio do ar, por
cerca de 12 horas antes do uso.

No estudo das interferéncias organicas manteve-se a mesma
concentragdo de 2,0x10™ mol / L para L-lisina (Aldrich), L-cistina (Aldrich),
acido latico (Merck) e acido L-ascorbico (Sigma). Ja para os estudos da
influéncia de ions metalicos, como Al**, Fe*" e Cu®* na auséncia e na presenga
do sal dissddico de EDTA, 1,0 mmol / L, a concentragdo dos ions foi fixada
em 5,0 x 10" mol /L,

O biossensor foi lavado por trés vezes, sob agitagdo vigorosa, com o
novo meio de medida e antes das leituras definitivas. O dispositivo foi
armazenado a 5°C quando fora de uso.

I1.2 MATERIAIS E APARELHAGEM
Os eletrodos sensiveis ao dioxido de carbono sdo empregados, ou

para medir a concentragdo deste em solugdes, ou em fases gasosas. Como
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membrana de permeagdo. utiliza-se politetrafluoretileno (PTFE), com tamanho

de poros controlados para se obter seletividade. Na Figura 111, ilustra-se o ele-
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Figura I1.1 - Detalhes de um eletrodo comercial sensivel a dioxido de carbono.
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trodo combinado, onde a membrana de vidro em contato intimo com a de
permeagdo, ¢ o eletrodo de trabalho e como referéncia Ag/AgCl. Este
conjunto esta merguthado numa solugdo diluida de NaHCO; / NaCl. Quando
numa solugdo sob pressdo parcial de didxido de carbono, este permeia através
da membrana, passando para a solugéo interna e ocorrendo assim um equilibrio
entre estas fases liquidas. Como consequéncia, ocorre uma mudanc¢a na

solugdo interna

COyaqy + H2O H;0" + HCOy
que sera detectada pelo eletrodo combinado de vidro.

O didéxido de carbono, produto da reagdo enzimatica que converte acido
oxalico em presenga de oxigé€nio, pode ser monitorizado através de eletrodo
sensivel a este gas. Desta maneira, pelo acoplamento deste sensor com a
enzima oxalato oxidase, com seletividade ao produto (CO;) e ao substrato
(COOHCOOH), respectivamente, obtem-se uma boa performance quando se
compara com outros métodos.

Como eletrodo foi empregado o modelo OP- 9353 da Radelkis,

Hungria. Este sensor fez parte do conjunto de medida ilustrado na Figura I1.2.
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No reator enzimatico cilindrico e agitavel, dez sementes de sorgo cortadas ¢
pré-embebidas em KCl, foram mantidas no compartimento com o auxilio de
uma rede de Nylon® na parte superior. O eletrodo ¢ o reator foram
introduzidos numa cdmara de vidro isolada e termostatizada externamente
através de um banho d’agua provido de circulagio (Colora-Alemanha). Apos o
uso, as sementes foram lavadas, secas a temperatura ambiente e guardadas a
5°C.

Para os estudos envolvendo FIA wutilizou-se bomba perstaltica
Ismatech®, modelo mp13 GJ4; condutivimetro Micronal, modelo B-331 com
potencidmetro de ajuste de off set; espectrofotémetro de feixe Ginico provido de
cela de fluxo de 1,00 cm de caminho Optico, Zeiss PM 2D; um injetor
comutador automatico, Micronal® B352 e um registrador Cole- Parmer® série
9375.

Nas medidas condutométricas em fluxo empregou-se a célula ilustrada
na Figura 11.32D,

Para controle dos fluxos foram utilizados tubos de Tygon® Technicon de
diversos didmetros e as medidas de velocidade de fluxo, feitas nos finais de
cada via. Os demais segmentos das vias foram construidos com tubos de

polietileno®, com 0,7 mm de didmetro interno.
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O sistema de permeagao''*? para o diéxido de carbono consistiu de duas

pegas em acrilico, com um sulco de aproximadamente 0,5 mm de profundidade

eletrodo (@)
\ |
—~ 0 B
borracha de silicone
0, —»—% — | /
r'//f f
T e Hzo
reator

- HzO

rede de nylon

(b)

sementes

barra magnética — PRCIIEFIARE AT

Figura I1.2 - Esquema de célula de medida montada com eletrodo sensivel ao
CO, e oxalato oxidase naturalmente imobilizada no sorgo. (a)

visdo geral e (b) reator enzimatico em corte.
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Figura I1.3 - Célula condutométrica para analise por injecdo em fluxo. Volume

interno ~25 ul. e constante de 0,186 C cm™.
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por 100 mm de extensdo, em cada uma delas, separadas por uma membrana
de teflon® esticada. As duas partes foram apertadas firmemente com oito
parafusos e porcas tipo borboleta. Em cada um dos lados fluiram as diferentes
solugdes para cada metodologia considerada.

Para manter a solugdo de purpura de bromocresol livre do dioxido de
carbono proveniente do ar, fez-se uso do esquema de protegdo desenhado na
Figura 11.4"%%,

No biossensor, empregou-se como fontes das enzimas oxalato oxidase e
peroxidase, cevada ativada com quantidades adicionais de enzima e pedagos de
“nabo”, respectivamente. Como sensor de oxigénio, utilizou-se um eletrodo
FAC®, medindo 60 mm de comprimento por 10 mm de de didmetro, inserido
numa c¢lula de vidro termostatizada por banho circulador, conforme a Figura
I1.5. O principio de functonamento do eletrodo pode ser notado na Figura I1.6,
onde a reag@o anodica gera uma corrente proporcional & pressido parcial do gas
permeado. O oxigénio do ar foi borbulhado em solugdes de dgua de barita e de
hidréxido de sodio e por agua antes de atingir a célula de medida. As
aparelhagens utilizadas foram: Banho circulador— Colora®- Alemanha,
Oximetro— FAC® modelo 204 A, Agitador magnético— Methrom-Herisau, e

Banho termostatizado— Fanem® modelo 100.
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PERISTALTICA | — \
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Figura 11.4 - Dispositivo para protecdo em relagdo ao dioxido de carbono,
proveniente do ar, para medidas em FIA com deteccdo
espectrofotométrica. (1)— algoddo, (2)— cloreto de calcio, (3)—>
hidroxido de sodio, (4)— solugdo de purpura de bromocresol e

(5)— recipiente com capacidade para 2 L.
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Figura 11.5 - Montagem usada para medida de oxigénio consumido na reagdo
enzimatica do acido oxalico. (1)— suporte com garra para o
eletrodo, (2)— eletrodo, (3)— célula termostatizada por banho
circulador externo, (4)— barra magnética, (5)— borbulhamento

de oxigénio do ar livre de CO; e (6)— material bioativo.
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Figura 11.6 - Eletrodo comercial tipo Clarck sensivel ao oxigénio. (1)
isolante, (2)—> terminais, (3)— solugdo de KCl tamponada, (4)—
disco de prata com a reagdo anddica, (5)— disco de platina e a

reagio no catodo, (6)—> membrana permeavel e seletiva ac

oxigénio e (7)— “O-ring”.



Parte Expenimental 44

I3 IMOBILIZACOES ENZIMATICAS

As enzimas normalmente necessitam de etapas elaboradas e
dispendiosas de purificagdo, por ocomrerem naturalmente misturadas a
uma grande variedade de moléculas biologicas. Na maiona das vezes sdo
empregadas na forma solivel, como em biotecnologia, quimica ambiental,
diagndstico clinico e controle de processos. Os ensaios deste tipo sio
destrutivos, requerendo tempos prolongados e grandes quantidades de enzimas
purificadas. Por outro lado, com a imobilizagdo adequada destes materiais,
tanto em matrizes artificiais como naturais, pode-se obter maior estabilidade,
menor custo por analise e principalmente, a possibilidade de automatizagdo do
sistema analitico.

11.3.1 MATRIZES INORGANICAS

“glass beads” - Pesou-se 1,0g deste material 60 a 80 mesh

(Mikrotec®), acrescentaram-se 18 mL de agua destilada e 2,0 mL de p-
aminopropiitrietoxisilano (Aldrich) 10% v/v, ajustando o pH entre 3,0 € 4,0. As
esferas de vidro foram deixadas em banho de dgua a 75°C por duas horas,
filtradas em funil de vidro sinterizado, lavadas com 20 mL de agua destilada ¢
secas a 115°C por quatro horas. As esferas de vidro silanizadas foram lavadas

varias vezes com agua destilada ¢ ativadas com 25 mL de uma solugdo 3%
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m/m de glutaraldeido. O material foi colocado em dessecador a vacuo, a
temperatura ambiente, por quinze minutos. Foi deixado por uma hora,
decantado ¢ lavado trés vezes com agua destilada. Em seguida adicionou-se
15,0 mL de solugdo tampéo acido succinico-NaOH 0,05 mol / L, pH 3,8; e
deixou-se secar a temperatura ambiente. Dissolveu-se 5,00 mg da enzima
oxalato oxidase (E.C. 1.2.3.4 Sigma Chemical Co.) 1,2 U/ mg, em 500 uL do
tampdo succinato. A esta suspens

do foi adicionado o material ativado e deixou-se todo sistema a 5°C por vinte e
quatro horas sob agitagdo lenta. Antes do uso, a matriz com a enzima
imobilizada foi lavada com tampdo varias vezes e mantida sob refrigeragio
quando fora de uso. Altemativamente, 0 mesmo material foi submetido a
silanizagdo em meio ndo aquoso, pesaram-se 5,0 g de “glass beads”,
adicionaram-se 2,0 mL de p-aminotrietoxisilano (Aldrich) € 25 mL de tolueno
(Merck). O meio reacional foi submetido a alto vacuo, temperatura de 80°C e
deixado refluir por trés horas. Apos este procedimento, lavou-se varias vezes
com tolueno, éter dietilico (Merck), agua destilada e, finalmente, foi seco em
estufa regulada a 80°C por quatro horas. No que se refere a ativagdo e

imobilizagdo, o procedimento adotado foi 0 mesmo descrito para meio aquoso.
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“glass beads” - Ferveu-se 1,0g de “glass beads” com 30 mL de
uma solugdo 5% v/v de HNO; (Carlo Erba), sob agitagdo durante uma hora,
filtrou-se a vacuo, lavou-se diversas vezes com agua destilada e seco a 95°C
por duas horas. As bolas de vidro limpas foram adicionadas a uma solugdo
contendo 5,0 mL de p-aminopropiltrietoxisilano (Aldrich) em 45 mL de tampdo
acetato 0,05 mol / L; pH 5,0. Aqueceu-se em banho d’agua, a 95°C por duas
horas, com agitagdo moderada a cada quinze minutos. O material foi entdo
filtrado, lavado com agua destilada e seco em estufa a 95°C por doze horas.
Juntou-se ao widro silanizado, 50 mL de uma solugdo 15% m/m de
glutaraldeido em tampdo pirofosfatoc 0,10 mol / L, pH 8.5, agitou-se
cuidadosamente por uma hora a temperatura ambiente, filtrou-se, lavou-se com
agua destilada e eliminou-se a umidade em dessecador. Cerca de 200 mg do
material obtido foi colocado em contato com uma suspensdo da enzima oxalato
oxidase (Sigma Chemical Co.), contendo 25 U / 500uLl. do tampdo succinato
0,05 mol / L pH 3,8; durante uma noite. Utilizou-se este material para construir
0s reatores enzimaticos dos sistemas de analise por inje¢do em fluxo (FIA).

“stlica organofuncionalizada” - A silica contendo grupos
amino (NH,) foi ativada e a enzima imobilizada seguindo o procedimento: a

1,0 g deste matenial colocou-se 50 mL de uma solugdo 10% m/m de
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glutaraldeido em tampéo fosfato 0,05 mol / L, pH 7.0; agitou-se cuidadosa e
intermitentemente por oito minutos. Descartou-se o sobrenadante, lavou-se trés
VEZEes com O mesmo tampdo e com tampdo succinato. Preparou-se a suspensio
de oxalato oxidase 10 U / mL que foi adicionada a silica ativada. Armazenou-
se a 5°C por uma noite. Desta forma, obteve-se a enzima imobilizada para a
construgdo dos dispositivos de medida do acido oxalico.

11.3.2 ALCOOL POLIVINILICO/?%

As sementes de Sorghum vulgare, variedade BR 303 fornecidas

pelo Centro Nacional de Pesquisa de Sorgo e Milho da EMBRAPA, Sete
Lagoas-MG, foram pulverizadas com o auxilio de almofanz e pistilo, passadas
por uma peneira Granutest® (abertura 0,35 mm USBS 45), obtendo-se desta
maneira um po fino. Preparou-se solugdo aquosa 10% m/v de alcool
polivinilico (FLUKA), por aquecimento até dissolugdo completa e deixado
esfriar at¢ a temperatura ambiente. Pesou-se 200 mg do sorgo pulverizado,
adicionou-se 10,0 mL da solugdo de APV, agitando-se vigorosamente até
homogeneizagdo completa. A mistura fo1 vertida em placas de petri de 10,5 cm
de didmetro, previamente esterilizadas. As placas com o material foram
submetidas a radiagdo ultra violeta por noventa minutos. Apos adquirir boa

consisténcia, o gel foi separado, cortado em circulos (& ~ 3 mm) e lavado com
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jatos de agua destilada fria por duas horas. Este material foi empregado para
construgdo de biossensores e reatores enzimaticos.
11.3.3 QUITINAM®
Num béquer de 50mL, pesou-se 0,50g de quitina (Sigma),
adicionou-se 18 mL de tampdo acido succinico-NaOH 0,05 mol / L, pH 3,8;
agitou-se por dois minutos para hidratagdo e colocou-se 2,0 mL de uma
solugdo 25% m/m de glutaraldeido. Deixou-se sob agitagdo por duas horas,
lavou-se quatro vezes com agua destilada e acrescentou-se ao material ativado
a supensdo enzimatica ( 10 U/ mL).
11.3.4 MATRIZ NATURAL
Sementes de sorgo foram lavadas com agua destilada, cortadas
em quatro partes e deixadas mergulhadas numa solugdo 0,10 mol / L de KCl,
ou em solugdes tampdes 0,05 mol / L. Este material contendo a enzima
naturalmente imobilizada foi empregado na construgdo do reator tipo “stirrng
bar”. Neste tipo de estratégia, usou-se o eletrodo sensivel a CO,, onde foram
testados varios tempos de condicionamento em solugdo de KCl. Como fonte da
enzima peroxidase empregou-se tecido de tubérculo de Armoracia rusticana
cortado em pequenos pedagos para acoplamento com o eletrodo sensivel ao

oxigénio na construgdo do biossensor bienzimatico.
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I1.3.5 MATRIZES NATURAIS ATIVADAS

Dez gramas de sementes de Sorghum vulgare e de cevada foram

triturados em almofariz com pistilo e passadas por uma peneira Granutest”,
abertura de 1 mm. Os pedagos foram lavados com agua destilada, secos e
mergulhados numa solugdo 25 % m/m de glutaraldeido e guardados a 5°C
durante uma noite. Descartou-se o sobrenadante, lavou-se dez vezes com agua
destilada, quatro vezes com uma solu¢o 0,10 mol / L de glicina (Carlo Erba) ¢
novamente com agua por quatro vezes. Dissolveu-se 13 U / mL de oxalato
oxidase em tampdo acido succinico-NaOH 0,05 mol / L, pH 3,8; dividiu-se em
duas porg¢des de 1 mL e a cada uma, colocou-se 1,0 g dos materiais naturais
ativados, deixando-as uma semana na geladewra. As sementes de sorgo
contendo a enzima foram empregadas na construgdo de reatores para o sistema
em fluxo condutométrico ¢ colorimétrico enquanto que a cevada, destinou-se a
confecgdo do biossensor bi-enzimatico.

Nas medidas em FIA com deteccdo espectrofotométrica outro reator
enzimatico for montado. Dissolveram-se cuidadosamente, 3 U de oxalato
oxidase mais 100 U de peroxidase, provenientes do kit para determinagdo de
oxalato, em 500 uL de tampdo acido succinico-NaOH e deixadas em contato

com 2 .0g de sorgo, ativados previamente nas mesmas condi¢des ja citadas.



Parte Experimental 50

114 MEDIDAS COM ELETRODO SENSIVEL A CO,

“metodologia” - Colocaram-se 5,0 mL das solug¢des previamente
saturadas com oxigénio do ar e livre de dioxido de carbono, deixando-se sob
agitagdo, até obtengdo de um valor constante de potencial. Em seguida, com o
auxilio de uma micropipeta Finnpipette®, acrescentaram-se volumes adequados
de solugdes mais concentradas de acido oxalico, preparadas nos respectivos
metos de estudo, para se chegar as concentragdes finais desejadas. Depois da
adigdo do substrato, cronometrou-se e anotou-se a variagdo de potencial ( A
mV) num tempo fixo para todas as medidas. Ao término de cada procedimento,
o reator foi submetido a limpeza com tampado ou KCI, com agitagdo vigorosa,
por ¢inco minutos e por trés vezes.

“medidas em fluxo” - Os dois esquemas de fluxo utilizados com o
eletrodo estdo representados na Figura I1.7. Em ambos, fluxos de 0,5 mL / min,
gerados por uma bomba peristaltica ( Milan® modelo 206), passaram por um
reator enzimatico constitutdo por sementes de sorgo, pré-acondicionadas por
doze horas nos meios de estudo. As dimensdes do reator foram : 10 cm de
comprimento por 0,4 cm de didmetro interno. Utilizou-se uma alga de amostra
de 100 pl, sendo o substrato inserido na via carregadora através de injetor

comutador manual construido no laboratorio.
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I1.5 ANALISE POR INJECAO EM FLUXO (FIA)

As duas metodologias propostas baseiam-se nas propriedades acidas do
dioxido de carbono em agua. Na primeira, o CO,, produto da reagdo
enzimatica, muda a condutividade da agua, como consequéncia da formagio
dos ions bicarbonato e hidroxénio de alta mobilidade. Na segunda, 0 mesmo
gas, desloca o equilibrio acido-base do indicador purpura de bromo cresol

(PBC) no sentido da espécie protonada.
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P (a)
KCI 0,10mol L' RE . E
t L]
S :]&
L Al
0,50 mLmin™'
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P I L
KC1 0,10 mol.L' RE
— -
0,50 mL min™ (b)

Figura I1.7 - Sistemas em fluxo com eletrodo sensivel ao dioxido de carbono.
(a) Eletrodo disposto horizontalmente em relagdo ao fluxo € com
compartimento de medida de 50uL. (b) Jato sobre a superficie do
eletrodo, disposto verticalmente em relagdo ao fluxo. P, bomba
peristaltica; S, amostra; RE, reator enzimatico; Al, analisador de
ions; E, eletrodo ¢ L, hxo.

Tal deslocamento promove diminuigdo da absorgdo espectral na regido do

visivel relativa a esécie desprotonada, que apresenta um maximo de absorgio



Parte Expenimental 53

em 540 nm. Tanto a metodologia com principic condutométrico, como
espectrofotométrico, mostraram-se  atrativas, quando consideradas a
seletividade e aplicabilidade em matrizes complexas como urina e alimentos,
por apresentarem um sistema de permeagdo que separa as vias carregadora da
de detecgio.
11.5.1 PREPARACAO DE AMOSTRAS

“urinas” - Duas amostras de urina liofilizadas, de adultos masculinos
excretadas durante 24 horas, compradas da Sigma, com concentragdes em
acido oxalico, normal, N e elevada, E; foram reconstituidas na solugio de
Na,H,PO./H;PO4 pH 3,00 e injetadas diretamente na via carregadora. As
outras trés amostras de doadores masculinos adultos, foram diluidas na
proporgdo de 1:1 em NaH,PO,; 0,10 mol / L. pH 3,00 e também injetadas. As
por¢des de amostras ndo utilizadas foram congeladas e descartadas apds um
més da coleta. Da mesma forma, s6 foram consideradas as preparagdes diarias.

Segundo o procedimento da Sigma n° 591 : Pipetam-se 5,0 mL de urina,
dilui-se no mesmo volume de tampdo pH 7,6, contendo 10 mmol / L de EDTA
e ajusta-se o pH entre 5,0 e 7,0. Colocam-se 2,0 mL de amostra diluida em
tubo para centrifuga contendo carvdo ativado, mistura-se por cinco minutos e

centrifuga-se a 1500g, por cinco minutos, ou filtra-se com papel Whatman®.
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“capins” - Em canteiros de aproximadamente 4 m*® coletaram-se folhas
jovens de cinco espécies de capim acondicionando-as em sacos de papel.
Imediatamente, apos a amostragem, os capins foram pesados e introduzidos em
estufa com ventilagdo, a 60°C e durante 48 horas. Em seguida, foram esfriadas
a temperatura ambiente e rapidamente pesadas. Finalmente, foram pulverizadas

em moinho de facas, guardados em sacos plasticos e identificados. As massas

obtidas encontram-se na Tabela I1.1.

Tabela I1.1 - Vaniedades de capins com respectivas massas no momento da

amostragem (m.), apos o processo de secagem (m;) ¢ anahisada (m,).

VARIEDADE DE CAPIM® m.(g) m; (g) m, (mg)
Tanner Glass® 163,0 51,0 216
Tifton 835° 162,0 50,0 233
Setaria splendido 3140 73,0 217
Setaria anseps 2160 53,0 205
Brachiaria decumbens 207,0 64,0 257

3

*amostras coletadas dia 11/04/95 das 8-10 horas na cidade de Botucatu/SP




Parte Experimental 55

Determinou-se o teor de acido oxalico em todas amostras, com base em
metodologias condutométrica e espectrofotométrica, para urina ¢ capim,
respectivamente. As urinas tratadas mediante procedimento 591 da Sigma
foram destinadas apenas as analises espectrofotométricas do analito, usando a
enzima solubilizada e como método comparativo.

[1.5.2 PROCEDIMENTO ANALITICO CONDUTOMETRICO

Como reator enzimatico empregou-se um tubo de polietileno com 2 mm

de diametro interno por 100 mm de comprimento que foi preenchido com cerca

de 273 mg de Sorghum vulgare ativado com quantidade adicional de oxalato

oxidase. Este reator enzimatico (RE) foi inserido num sistema de fluxo de
acordo com o ilustrado na Figura II.8. Injetaram-se 200uL das solugdes padrio
de 4cido oxalico, bem como amostras de urina, que ao passarem pelo reator,
produziam dioxido de carbono, que permeou através da membrana de

politetrafluoretileno (PTFE), promovendo a mudanga de condutividade na via

oposta 2 membrana.
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Figura I1.8 - Sistema FIA condutométrico. A e B, fluxos de agua desionizada;

P, bomba penstaltica; S, alga de amostra; RE, reator enzimatico;
NR, reator ndo enzimdtico; RI, coluna de troca ifmica, VA,
valvula de amostragem; PM, célula de permeacgdo; CF, célula
condutométrica para fluxo; C, condutivimetro; R, registrador; V,

valvula de selegdo ¢ L, lixo.
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Para comparagdo das mesmas amostras, foi utilizado um reator ndo enzimatico
com caracteristicas muito proximas ao reator com enzima, exceto que 0 mesmo
foi preenchido com pedagos de isopor”, para considerar a parte o principal
interferente na urina, bicarbonato. Tal dispositivo foi utilizado apenas para
analises das amostras de urina. Como sinal efetivo considerou-se a medida
obtida no reator enzimatico menos os sinais registrados no reator ndo
enzimatico ¢ do branco que foi praticamente desprezivel.
I1.5.3 PROCEDIMENTO ANALITICO ESPECTROFOTOMETRICO
Construiram-se dois reatores enzimaticos com as mesmas caracteristicas
do procedimento anterior, exceto para um deles, constituido da enzima oxalato
oxidase e peroxidase. Em ambos, fluiram 100 ul de solugdes de acido oxalico
padrdo ¢ de amostras de capim, preparadas nos respectivos meios de medida,
que reagiram com as enzimas e produziram o dioxido de carbono. Este gas foi
entdo submetido a um meio acido ( pH = 1) por confluéncia com acido
fosforico 1 mol / L e apos este evento, passou pela membrana de teflon®
promovendo as mudangas de absorbancia na via do indicador acido-base

(PBC). O esquema de fluxo utilizado encontra-se na Figura I1.9.
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Figura 11.9 - Sistema FIA com detecg¢do espectrofotométrica. I, solugdo de

purpura de bromocresol; II, solugdo de NaH,PO4/ H3PO4 0,05

mol / L pH 3,00 ( via usada apenas para o reator com oxalato

oxidase); 11, tampdo acido succinico-NaOH pH 4,00 contendo 1,0

mmol / L. de NaH;EDTA ( via usada para o reator composto por

oxalato oxidase e peroxidase proveniente do kit comercial); IV,

acido fosforico 1,0 mol / L; P, bomba peristaltica; RE, reator

enzimatico; SC, sistema de confluéncia; PM, célula de permeagéo;

SP, espectrofotometro; S, amostra; R, registrador e L, lixo.
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11.5.4 METODOLOGIA COMPARATIVA?®

Diluem-se todos os reagentes liofilizados nos meios indicados pelo
procedimento Sigma 591 colocando-os & temperatura de 37°C. Pipetam-se em
tubos de ensaio: o branco, padrio, urinas controle e amostras, sendo o
reagente cromoforo adicionado em todos os tubos. Adiciona-se o reagente
contendo as enzimas ( oxalato oxidase e peroxidase) para um dos tubos e
mistura-se por inversdo. Deixa-se em incubagdo por cinco minutos ¢ finalmente
fazem-se as leituras de absorbancia em 540 nm. Repete-se o mesmo
procedimento para os outros tubos descontando-se os respectivos valores dos
brancos.
II. 6 BIOSSENSOR BI-ENZIMATICO

Nas udltimas décadas, materiais bioldgicos como enzimas, anticorpos,
cofatores, células, organelas entre outros tém ganho especial interesse em
quimica analitica por fornecerem principalmente maior seletividade,
estabilidade e baixo custo por analise, quando adequadamente imobilizados e

(101)

intimamente acoplados a transdutores' ’. Estas associagbes, baseadas em

fendmenos bioquimicos, constituem a classe de sensores conhecidos por

biossensores. Na reagdo catalisada pela enzima oxalato oxidase, o acido
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oxalico na presenc¢a de oxigénio € convertido em peroxido de hidrogénio e
diéxido de carbono:
(COOH), + O, —» 2CO, + H0,

Empregando-se um eletrodo tipo Clarck, sensivel a oxigénio, com as enzimas
peroxidase e oxalato oxidase, pode-se determinar concentragdes de acido
oxalico, medindo-se variagdes de pressdes parciais de oxigénio.
I.6.1 PREPARACAO DA AMOSTRA

Cerca de 120,0 g de folhas de espinafre, comprados no mercado local,
foram secas em estufa a 60°C sob ventilagdo, durante 48 horas e pulverizadas
em moinho de facas. Pesaram-se cerca de 360 mg deste material, adicionaram-
se tampdo succinato, pH 4,00, até o volume de 10,0 mL. Em seguida o material
foi introduzido num banho de dgua regulado em 50°C, onde permaneceu por 12
horas.
1.6.2 MONTAGEM E METODOLOGIA

Pesou-se 30,0 mg de cevada ¢ 15,0 mg de tecido de raiz de Armoracia
rusticana testando-se varias disposi¢des na superficie do transdutor. Estes
materiais bioativos foram acoplados fisicamente ao ¢letrodo com o auxilio de

uma rede de Nylon®e um “O-ring”.
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Apods montagem, 2/3 do biossensor foi imerso na célula de medida
termostatizada contendo 10,0 mL de tampdo succinato-EDTA saturado com
oxigénio. A saturagdo e agitagdo foi mantida durante o decorrer de todas as
analises. Aguardou-se a estabilizagdo das leituras em % de saturagdo de
oxigénio e, imediatamente, adicionou-se pequeno volume de solugdo padrdo de
acido oxalico mais concentrado. Sempre, executou-se as medidas no sentido
crescente em relagdo as concentragles, fixando-se o tempo de reagdo em dois
minutos, para a obtengdo do valor da variagdo da pressdo parcial de oxigénio
consumido (-A % sat.0;). O mesmo procedimento foi adotado para as
determinagdes envolvendo as amostras de espinafre. As curvas analiticas, as
analises de espinafre bem como o procedimento Sigma espectrofotométrico,

foram realizadas no mesmo dia.
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III - RESULTADOS E DISCUSSOES

III.1 IMOBILIZACOES

A estabilidade de mateniais bioativos por longos periodos de tempo é a
princtpal himitagdo dos produtos comerciais, especialmente tratando-se de
enzimas. Geralmente quando imobilizadas, ficam menos wvulneraveis as
alteragdes estruturais, mantendo boa parte das caracteristicas iniciais. Qutro
ponto a ser constserado € a especificidade da enzima em relagdo ao substrato,
no caso do acido oxalico, a enzima oxalato oxidase, mostra-se mais
interessante para uso analitico. Além disso, requer etapas mais simples de
purifica¢do, e € encontrada em diversas espécies vegetais, portanto, esta mais
disponivel. Estes foram os motivos que levaram a adog¢fo de tal biocatalisador
com o inturto de analisar acido oxalico, em algumas amostras biologicas.

Para a maioria das proposigdes de carater analitico, a quantidade de
enzima que pode ser imobilizada, na verdade, requer uma pequena
porcentagem para ser ativa ¢ completamente funcional’*”. Esta caracteristica
comum as enzimas, fornece uma aproximagdo bastante util e de instinto pratico
na elaboragio de biossensores e reatores enzimaticos. Nas imobilizagdes
envolvendo matrizes inorgdnicas, a saber: “bolas de vidro” e silica gel

funcionalizada com grupos NH,, ambas ativadas com glutaraldeido, os
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resultados obtidos em sistemas de analise por inje¢do em fluxo mostraram alto
grau de lixiviagdo, atividade muito baixa ¢ surgimento de pressdes excessivas
nas hnhas de fluxo. Comportamento semelhante foi observado nas
imobiliza¢des sobre quitina e dlcool polivinilico(APV), nas medidas em fluxo e
com eletrodo sensivel a didxido de carbono, respectivamente.

Algumas enzimas podem ser empregadas para fim analitico sem a

necessidade de purificagao’®¥612¥,

Sementes de Sorghum vulgare, por

exemplo, contém a enzima oxalato oxidase ™

que nas condigdes experimentais
de estudo, permitiu a detecgdo de sua atividade catalitica, utilizando-se um
reator tipo “stirring bar” e eletrodo sensivel a gas carbénico. Para observagio
desta atividade, houve necessidade de submeter o material biologico ao
embebimento em uma solugdo de cloreto de potassio. Provavelmente, os
fendmenos de transporte a nivel de membrana celular em vegetais seja
controlado por difusdo e a presenga dos ions hidratados promovam uma maior
permeabilidade do substrato.

Pela utilizagdo de reagentes bifuncionais, como o glutaraldeido em algum

tipo de matriz seja natural ou artificial, pode-se promover a imobilizagio via

ligagdo covalente cruzada. No caso especifico das enzimas oxalato oxidase e
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peroxidase, imobilizadas sobre sorgo ativado com glutaraldeido, o mecanismo

pode ser representado por

H
|
CHO peroxidase-N =C
| 2HN — peroxidase |
SOrgo™ (CHy; + - sorgo™ (CH,);
| 2HN — oxalato oxidase
CHO oxalato oxidase-N = (I?
D H
C|H() H— (IZ:N-enzimas
sorgo-NH; + (CH;); + ;HN-enzimas —» (CH;);
CHO ? = N - sorgo
H {an

Numa primeira possibilidade, como mostrado na reag¢do (I), podem ocorrer
interagdes  hidrofilicas  entre as moléculas de glutaraldeido com os
componentes do matertal bioldgico, caracterizando a ativagdo. Os grupos

amino, comuns as enzimas, juntamente com os grupos aldeido do glutaraldeido,
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unem-se através de ligagdes covalentes cruzadas, promovendo assim o
processo de imobilizagdo. Por outro lado, grupos amino das proteinas e
polissacarideos componentes do sorgo, também podem interagir com um dos
grupos da molécula de glutaraldeido enquanto que a outra posi¢do
compromete-se com a imobilizagio da peroxidase ou oxalato oxidase como
mostrado na reagéo (II). De maneira adicional, as interagbes entre as regides
hidrofilicas, hidrofobicas e ions metalicos do material biologico com as
enzimas, podem conferir maior estabilidade ac produto final. Como o préprio
material natural ja contém a enzima oxalato oxidase, embora com baixa
atividade, este serve como matriz para suporte de guantidades adicionais de
enzimas, permitindo que a mesma fique imobilizada. O procedimento, mostrou-
se promissor para ser utilizado em metodologias em fluxo e biossensores, bem
como com possibilidades de aplicagdes que envolvam outros sistemas
enzimaticos.

O uso das técnicas de imobilizagdo é motivado por problemas e solugdes
de ordem pratica, onde sdo comtemplados a reutilizagio do material,
automatizagdo, miniaturizagdo e monitorizagdo in vivo. Certamente que,

ponderando-se as vantagens e desvantagens entre metodologias que utilizam
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enzimas solubilizadas ¢ imobilizadas, as ultimas apresentam desempenho
superior, principalmente aquelas inseridas em materiais brutos.
I11.2 ELETRODO SENSIVEL AO DIOXIDO DE CARBONO
Considerando a reagdo de didxido de carbono com uma solugdo de
bicarbonato de so6dio (solugdo interma de preenchimento do eletrodo Figura
II.1), as equagdes de equilibrio ¢ o pnncipio da eletroneutralidade, as

expressOes a seguir sdo validas para representar as pressdes parciais deste

gas*?),

k.Pcoz = [H2C03] = {(3H+)2 + ape . ANa+ - Kw } /K] { 1+ ( 2K2 /aH+)} (1)

onde: k, ¢ uma constante de proporcionalidade de [H,COs} / Pcop; Peop,
pressdo parcial do gas na solugdo; ay: € ana:, atividades dos ions hidrénio e
sodio, respectivamente; K; e K,, primeira ¢ segunda constantes de dissociagdo
do 4cido carbdnico e K, produto i6nico da agua. No caso em que ndo ha ions
Na+, ay: € igual a zero (ex. solugdo de prenchimento NH,Cl), a equagdo (1)

fica reduzida.

[H,COs] = (am)’ / Ky (2)
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O potencial expresso pela equagdo de Nernst para o ion hidrox6nio pode ser

escrito como a seguir e combinando as equagdes (2) e (3) obtem-se:

E = E’ + 0,059 logy: a 25,0°C (3)

E = E’ + 0,030 log [H,COs] + 05logK, (4)

Desta maneira, um grafico do potencial gerado versus o logaritmo da
concentragdo do acido carbdnico, deve fornecer uma relagdo linear com um
coeficiente angular de 30 mV/década de concentragdo a 25,0°C. Por outro lado,
quando emprega-se como solugdo de preenchimento, bicarbonato de sédio
diluida, os termos ay.’ e Ky sdo negligencidveis e a equagdo (1) fica: [H,CO;]

= aps.ana+ / K1 (5). Substituindo-se a equagio (5) na (3) tem-se:

E=E’ + 0,059 log {{H,CO3] Ki/ans+} = E® + 0,059 logK, - 0,059 log aa- +

0,059 log [H,COs] (6)

Esta ultima equagdo prediz uma relagdo linear entre as concentragdes de acido
carbonico nas amostras e as diferengas de potencial apresentando um

coeficiente angular de 59 mV/década de concentragio a 25,0°C.
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Por motivos de solubilidade deste gas em solugdes aquosas (lei de
Henry) e limitagdes de ordem instrumental, a faixa util para medida de CO, vai
de 5x10”* a 10 mol / L aproximadamente. Outros fatores a serem considerados
sdo a temperatura e a presenca do gas nas solugdes de preparagio.
Experimentalmente, fez-se controle da temperatura (+0,5°C) e borbulhando-se
oxigénio previamente. Usou-se um sistema parcialmente fechado, aproveitando
experiéncia adquirida por alguns autores®” Sem divida, que as condigdes
utilizadas, conforme descritas neste trabalho, forneceram os melhores
resultados quando comparados com outras tentativas feitas anteriormente. As
medidas realizadas de maneira relativa, eliminaram o problema do gas contido
nas solugdes, inclusive naquelas onde utilizou-se acido cloridrico diluido.
Ponderando as consideragdes teoricas, experimentais e originalidade do
trabalho escolheu-se a enzima oxalato oxidase, reator tipo “stirring bar’e
eletrodo sensivel a didxido de carbono para analises de acido oxalico.

Nas medidas feitas com o reator, empregando a enzima naturalmente
imobilizada nas sementes de sorgo, avaliou-se inicialmente a influéncia da
temperatura sobre a resposta do conjunto, mantendo-se constantes as outras
variaveis como da enzima solubilizada. Os resultados obtidos encontram-se a

seguir na Figura 1111
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Figura III.1 - Influéncia da temperatura na atividade do reator enzimatico tipo

“stirring bar”; pH 3,8 (tamp3o succinato 0,05 mol / L ).

Pode-se notar que entre 20,0 ¢ 25,0 (£0,5) °C, o conjunto apresentou
mator atividade relativa e dimunuiu a cerca de 70% da atividade inicial quando
submetida a temperatura de 30°C. Portanto, esta enzima no seu microambiente
natural e nas condigdes experimentais, apresenta significativa sensibilidade as

variacdes de temperatura. Mantendo-se a temperatura fixa em 25,0 + 0,5°C,
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observou-se o comportamento do eletrodo ¢ enzima frente as variagdes de pH,

e os resultados encontram-se na Figura I11.2

100 n

80

60 4

Atividade relativa, %

40

20

4

Figura 111.2 - Influéncia do pH sobre a resposta do eletrodo sensivel ao dioxido

de carbono numa célula com a enzima oxalato oxidase

naturalmente imobilizada em sorgo, T = 25,0°C.
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A enzima nesta condigdo de imobilizagao, apresentou uma faixa util de trabalho
num intervalo de pH entre 2,0 a 3,0. Abaixo de 2, pode-se atribuir o baixo sinal
a inativagdo da enzima, enquanto que para valores superiores a 3, a diminuigio
do sinal deve-se a baixa disponibilidade do gas, inerente aos equilibrios do
acido carbonico em agua. Apds o estabelecimento das condigbes ideais de
funcionamento, obteve-se a curva analitica para o acido oxalico e os resultados
podem ser analisados na Figura III.3. Nota-se um intervalo lmear de 1,0 a 4,0
mmol / L; uma faixa relativamente alta de concentragdes, o que hmita a
aplicagdo desta metodologia para amostras reais. Todavia, pelos registros da
literatura, ndo ha trabalhos com esta enzima envolvendo eletrodo sensivel ao
CO, num arranjo deste tipo. Com esta constatagdo de ordem pratica, optou-se
entdio por um estudo cinético, que forneceu apos o tratamento matematico dos
dados da Figura II1.3, segundo Lineweaver-Burk, a Figura I11.4. Deste grafico,
pode-se obter o valor da constante de Michaelis-Menten aparente, cujo valor
foi Ky = 1,5 mmol / L; quase cem vezes mais baixo em relagdo ao obtido na
literatura recentemente para a enzima artificialmente imobilizada (Ky = 130
mmo/L"*?), mesmo considerando as quantidades diferentes da enzima em cada

Caso.
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Figura [II.3 - Curva analitica para o acido oxalico. Condi¢des experimentais
(tampdo glicina 0,05 mol / L e pH 2,5, T = 25,0 °C e tempo de

medida de 60s).

Este dado permite propor que, a enzima naturalmente imobilizada sobre o

sorgo, tem maior afinidade pelo substrato. Deve ser considerado ainda, que a
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enzima do trabalho anteriormente citado"’®, foi inicialmente purificada e

depois imobilizada.
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1/[H,0x},L mmol™ 10°

Figura 1114 - Grafico de Lineweaver-Burk para o experimento com a enzima
oxalato oxidase naturalmente imobilizada sobre sorgo.

Resultados obtidos da Figura II1.3.
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A perda de atividade das enzimas purificadas, ¢ maior devido ao numero de
manipulagOes e variagdes das condigdes externas. Todas estas variavers,
contribuem de maneira significativa para a desestruturagao terciaria da proteina
¢ consequentemente, de seus sitios ativos. Também ¢ reconhecido que uma boa
parte das enzimas ndo tém atividade suficiente nos meios naturais, para
tornarem-se utilizaveis analiticamente, porém, o uso de ativadores adequados
podem torna-las uteis no desenvolvimento de novas metodologias. A enzima
oxalato oxidase proveniente de sorgo por exemplo, pode ser ativada por ions
cobre(I[)""™, indicando provavelmente que os sitios ativos desta enzima
apresentem  grupos  tiois(-SH). Esta constatagdo foi  confirmada

experimentalmente conforme mostra a Figura II1.5.
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Figura II1.5 - Efeito da concentragdo de ions Cu(ll) sobre a atividade relativa da
enzima oxalato oxidase naturalmnte imobilizada em sorgo.

Condigdes: pH 2,5; [HOx] =2,0 mmol/L e T = 25,0 °C.

Dos trabalhos apresentados na literatura, nos quais utilizaram o eletrodo

sensivel para dioxido de carbono ®°?%°7 ¢ 133 t5dos envolvem biossensores,
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sendo dois deles com a enzima oxalato descarboxilase. Isto evidencia a
escassez de trabalhos nesta linha.

Apos as exploragdes com a enzima proveniente de sorgo no reator tipo
“stimng bar”, foram feitas muitas medidas em fluxo com dois tipos de
configuragdo (Figura I1.7). Os resultados obtidos indicaram a inviabilidade de
uso do eletrodo sensivel a CO;, com propositos de automatizagio. Isto deveu-
se provavelmente a incompatibilidade entre a velocidade de fluxo (necessaria
para uma razoavel frequéncia de andlise) ¢ o tempo de resposta do eletrodo
(cerca de 30 s).

111.3 METODOS DE ANALISE POR INJECAO EM FLUXO (FIA)

As configuragdes de FIA sdo arranjos convenienternente montados e
acoplados aos mais diversos equipamentos, como por exemplo;
espectrofotometros, colorimetros, fluorimetros, analisador de ions,
cromatografos, condutivimetros, entre outros. Os componentes basicos dos
sistemas FIA sfo : alga de amostra, volume de solugdo padrdo ou amostra
analisadas; via carregadora, caminho do fluxo onde a amostra ¢ injetada;
injetor/comutador, dispositivo manual ou automatico que insere a alga de
amostra na via carregadora e bobinas, que sdo prolongamentos da linha de

fluxo para solucionar problemas de ordem cinética (normalmente usadas em
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espectrofotometria). De maneira geral, todas estes componentes podem ser
variados juntamente com as caracteristicas do sistema quimico a ser estudado,
bem como da técnica escolhida. Tudo isto ¢ feito visando, principalmente, aita
frequéncia de analise, baixo consumo de reagentes, sensibihidade, repetibilidade
e reprodutibiiidade. Somando a estas possibilidades, inclui-se a viabilidade de
realizar-se medidas fora do equilibrio.

I1.3.1 CONDUTOMETRIA

Naio ha trabalhos na hteratura que descrevam metodogias para analise de
acido oxalico, em fluxo, baseadas na enzima oxalato oxidase ¢ com detecgdo
condutométrica. Baseando-se num novo modelo de c¢élula para fluxo (Figura
0.3V e com aquela enzima imobilizada sobre sorgo ativado com
glutaraldeido, apds exaustivas tentativas, conseguiu-se chegar a uma
configuragdo que forneceu um melhor desempenho, como exibido na Figura
I1.8. Estas constata¢des foram obtidas em condi¢des ideais idénticas aquelas ja
estabelecidas para a enzima na forma soluvel. Nestas mesmas condicdes os
fluxos ideais também foram estudados e mantidos. Contudo, apds diversos
testes qualitativos, chegou-se a definir uma solugdo de NaH,PO, 0,05 mol / L
em pH=3 ajustado com &cido fosforico, comportamento que pode ser notado

pela analise da Figura II1.6. Estes resultados de maneira analoga podem ser
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explicados da mesma forma como aqueles obtidos para o eletrodo sensivel ao
dioxido de carbono ¢ com uma alga de amostra de 200ul. Neste caso ndo
observou-se grande influéncia da temperatura sobre o sistema como um todo,

portanto, adotou-se a temperatura ambiente; ou seja; 25,0°C.

Altura de pico, mm
8
]
|
|

Figura II1.6 - Influéncia do pH sobre a atividade da enzima oxalato oxidase de
cevada imobilizada sobre sorgo ativado com glutaraldeido num
sistema FIA com detec¢do condutométrica. [H,Ox] 0,50 mmol /

L, alga de amostra de 200uL e Temperatura de 25,0+ 0,5 °C.
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Considerando o fendémeno da dispersdo da zona de amostra, fez-se
necessarto um estudo das dimensdes do reator enzimatico a ser empregado.
Para 1sso, fixou-se o comprimento do reator em 100mm variando-se o didmetro
interno. Estes resultados estao ilustrados na Figura II1.7. O reator com 2 mm de
didametro apresentou problemas de obstru¢do de fluxo, aparecimento de bolhas
¢ linha de base irregular. Por isso, adotou-se o reator com as dimengoes de
3Jmm por 100 mm de comprimento, mesmo porque 0s estudos envolvendo

variagdo do comprimento do reator n3o mostraram ganho significativo no

desempenho.
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Figura 1I1.7 - Relagdo entre resposta do sistema FIA e tempo de lavagem em
funcdo do didmetro do reator enzimatico. Condigoes: pH 3.0
(NaH;PO4 0,05 mol / L), comprimento do reator = 100mm,
[H,0x]® = 0,50 mmol / L e T = 25,0 °C. ®concentragio de acido

oxalico.

Apos a definigdo de todas as variaveis ja citadas, obteve-se um fiagrama
para solugdes padroes de acido oxalico, cujo registro encontra-se na Figura

I11.8.
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1,0 mmol /L
0,75
| 30 min
—
0,50
rl
0,25
0,10
(W

Figura 111.8 - Varreduras em sistema FIA condutométrico para determinagao de
oxalato. Da esquerda para a direita: ( 0,05; 0,10; 0,25; 0,50;
0,75; 1,0 mmol / L. e também na ordem inversa). Seguem
diversas varreduras para uma solugdo 0,10 mmol / L. Condigdes:

pH, 3,00 e temperatura 25,0°C.
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Levando-se em consideragdo todo intervalo, e apos tratamento matematico,
pode-se obter uma relagdo quadratica que vai de 0,05 a 1,0 mmol / L, util para

determinagdes de acido oxalico em amostras padrdes ( Figura I1.9).
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Figura II1.9 - Curva analitica para solugbes padroes de acido oxalico em
sistema FIA com detec¢do condutométrica. CondigGes: alga de

amostra 200pL, pH 3,0 e T=25,0°C.

A faixa linear observada entre 0,05 ¢ 0,50 mmol / L apresentou a relagdo

matematica : [Y = 1,1104 ( s.d. 0,7681) + 229,387 (s.d. 3,013) X], R = 0,9997
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(s.d. 1,2164) para N=5. A repetibthdade observada, expressa na forma de
desvio padrio relativo, fo1 de 3,2 % para uma solugdo 0,10 mmol / L. Além
disso, cerca de 20 determinagdes por hora foram possivels com esta metodogia,
mostrando assim a viabilidade em situagdes onde ha elevada demanda de
amostras.

Analises de acido oxalico, ou qualquer outro analito, em espécimes de
urina, normalmente sio acompanhadas de problemas'*” relacionados &
complexidade, reatividade quimica e alteragdes de composi¢do diarias. Desta
forma, a amostragem, conservagdo e armazenamento foram cuidadosamente
considerados. Com estas peculariedades inerentes as amostras de urinas € com
os devidos cuidados tentou-se inicialmente analisar o acido oxalico por FIA, de
maneira direta. Obtiveram-se sinais muito superiores em relagdo aqueles da
curva analitica (Figura II1.9). De posse destes dados ¢ da composigdo da urina,
fizeram-se estudos dos possiveis interferentes, constatando-se que o maior
interferente era o ion bicarbonato, presente em grande quantidade neste tipo de
amostra. As tentativas visando eliminagdo deste interferente por aquecimento

brando (60°C) e acidificacio(pH = 1), ndio forneceram bons resultados.
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Optou-se entdo pelo uso do método da adi¢do de padrdo, notando-se que
realmente amostras de urinas tém quantidades diferentes de metabolitos
volateis, podendo até¢ evidenciar algum tipo de implica¢do clinica. Nestas
medidas, as diluigdes foram ajustadas para atingir a faixa linear (0,05 a 0,50

mmol/L). Os resultados estdo exibidos nas Figuras II1.10 e TI1.11.
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Figura II1.10 - Grafico da adi¢do de padrdo para amostra de urina liofilizada da
Sigma(controle N). Dados obtidos pela subtragido: sinal da

amostra - (sinal do branco + sinal das impurezas volateis).
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Figura IIL.11 - Grafico da adigdo de padrio, para amostra de urina liofilizada da
Sigma (controle E). Condi¢des de calculo identicas aquelas da

amostra N.

Desta maneira ¢ considerando os fatores de diluigdo, calcularam-se as

concentragbes do analito em cinco amostras de urina e os resultados
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encontram-se na Tabela III.1, juntamente com os dados do método comparativo
da Sigma.

Tabela I1I.1 - Correlagdo entre os dados obtidos pelos métodos proposto ¢ da
Sigma para cinco amostras de urina. Os valores estdo expressos em mmol/L de
acido oxalico, em urmas excretadas em 24 horas, por pacientes adultos

masculinos e o volume final das amostras foi de 1,48 L.

Metodos — Método FIA
Urinas 4 espectrofotométrico | condutométrico
N’ 0.29+0.01 0.30+0.01
E” 1.31£0.02 1.30£0.04
1 0.30+0.01 0.28+0.01
2 0.16+0.01 0.18+0.01
3 1.34+0.02 1.31£0.04

*volume final de 25 mL e **volume final de 20 mL

Fazendo-se um tratamento matematico destes dados, obteve-se a relagdo linear
.Y = 0,00609 (s.d. 0,01617) + 0,97928 X ( s.d. 0,01877), R = 0,9995 (s.d.

0,0222) para N=5. Este resultado permite propor a aplicabilidade desta
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metodologia para amostras de urina sem pré-tratamento, exigéncia comum em
outros métodos''''*). Além disso, nenhum dos trabalhos ja publicados tratam
com a enzima imobilizada sobre um material natural (sorgo). Além disso, usam
técnicas de detecgdo e arranjos de sistemas FIA mais complexos.

Os reatores foram estaveis por seis meses; utilizando-os semanalmente,
para vinte analises em média, com reten¢do de 70% da atividade inicial, ao
final do periodo.

I11.3.2 ESPECTROFOTOMETRIA

A grande maioria dos métodos desenvolvidos em FIA utilizam a
espectrofotometria, 1sto explica-se pelas limitagées de ordem cinética, comum
para a maioria das reagdes coloridas e pelo fato do sistema de detecgédo, estar
localizado fora do sistema de fluxo. Assim, problemas de linha de base ficam
bem mais amenizados, quando comparados com os sistemas eletroguimicos.
Atualmente, ha uma tendéncia no sentido do uso de fibras dpticas com espécies
sensivels incorporadas que sio inseridas dentro do sistema de fluxo, inclusive
com possibilidade de momitorizagdo in vivo. Provavelmente, com estes
dispositivos o alcance analitico pode ser maior, porém, com maiores

dificuldades em relagdo as interferéncias de ordem quimica e instrumental.
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Das configuragdes testadas, a ilustrada na Figura I1.9, exibiu os melhores
resultados. Nestas investiga¢des, utilizaram-se dois tipos diferentes de matenial
para a construgdo dos reatores. Nas primeiras investigagdes, construiu-se um
reator com sementes de cevada ativada com glutaraldeido e com quantidades
adicionais de enzima purificada. Obtiveram-se bons resultados por dois dias,
ap0s o que, o material transformbu-se numa pasta, ocasionando entupimento da
via carregadora. O segundo reator usado continha as enzimas oxalato oxidase e
peroxidase, disponiveis no kit da Sigma. Inicialmente, avaliou-se as condigdes
de fluxo, al¢a de amostra e relagdo comprimento/didmetro do reator, obtendo-
se 0s resultados listados na Tabela 1il.2. Trabalhando-se com estes dados,
chegou-se as condi¢des: 1,0 mL min”,100uL e reator de 100mm x 3mm.
Também foram estudadas as influéncias da concentragdo de phrpura de
bromocresol (PBC) e do pH, cujos resultados sdo apresentados nas Figuras

IH.12 e II1.13, respectivamente.
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Tabela II1.2 - Pardmetros operacionais do sistema FIA : pH 4,00 (tampao acido
succinico-NaOH 0,05 mol / L; contendo 1,0 mmol / L de Na,H,edta); T = 25,0
+ 0,5 ° C e sinais obtidos para solugdes 0,50 mmol / L em 4acido oxalico

preparados no mesmo tampio.

PARAMETRO PERFORMANCE
fluxo, mL min™ sinal’ / tempo™”
0,50 2,6
0,70 3,1
1,0 33
1.3 3,0
1.5 1,7
alca de amostra, plL sinal / tempo

10 1,5
25 2.6
50 2.8
100 4.7
200 4.2
relagio L/ 1.d. 10’ sinal /tempo
5,0(100) 10
3,3(100) 7,5
2,5(50) 8,0
1,7(50) 6,7
10{200) 6,3
6,7(200) 6,0

*Alturas de pico em milimetros, ** Tempos de lavagem, em minutos,
necessarios para atingir a linha de base, L / i.d. relagdo entre o comprimento € o
& interno do reator enzimatico. Entre parentesis, os valores em milimetros dos

comprimentos dos reatores.
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Figura 1I1.12 - Resposta do conjunto FIA frente as variagGes de concentra¢do
do indicador pirpura de bromocresol(PBC). Condigdes: pH na
via carregadora 3,0; al¢a de amostra 100uL; [H,Ox] 0,25

mmol /L e reator de 100mm x 3mm.
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Figura III.13 - Efeito do pH sobre a resposta analitica do sistema FIA
espectrofotométrico. Condigdes: [HOx] 0,50 mmol / L;
[PBC] 1,0x10” mol / L; alga de amostra 100uL; fluxo da via
carregadora 1,0 ml min'; reator enzimatico 100mm x 3mm,
solugdes tampao(pHs 3,0 a 5,0) succinato-NaOH 0,05 mol / L

contendo 1,0 mmol / L. de Na;H, EDTA e pH 6 ajustado com

tampdo fosfato também com o agente quelante.



Resultados e Discussoes 92

Apos o estabelecimento das condigdes ideais de funcionamento da
metodologia, fez-se uma curva analitica no intervalo de concentragao de 0,05 a
5,0 mmol / L. Os resultados destas varreduras, ascendente e descendente,

encontram-se na Figura I11.14. Com estes dados construiu-se a Figura I11.15

Wl

Figura I11.14 - Varreduras em sistema FIA espectrofotométrico para solugdes
padroes de acido oxalico. Da direita para a esquerda: 0,05;
0,10; 0,25; 0,50; 0,75; 1,0, 2,5 e 50 mmol/L. Na

sequéncia,varreduras inversas.
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Figura II1.15 - Curva analitica para o sistema FIA espectrofotométrico.

Condigdes: pH da wvia carregadora, 4,0; alga de amostra,

100uL; [PBC}, 5,0x10° mol / L; temperatura, 25°C e reator

ezimatico de 100mm por 3mm.
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A enzima imobilizada no reator enzimatico apresentou atividade no
intervalo estudado para fins analiticos, mostrando uma faixa util de 0,05 a 1,0
mmol / L, com uma relagdo matematica expressa por ; Y = 1,427 (s.d. 0,6075)
+94,81 (s.d. 1,580) X, R=0,9995 (s.d. 1,040) para N=6. Neste intervalo, pode-
se determinar diretamente acido oxalico em amostras reais, provavelmente sem
o incoveniente da interferéncia de acido L-ascérbico, comum a praticamente
todas as metodologias ja desenvolvidas. Isto pode ser explicado pelo fato da
espécie relacionada com o sinal analitico (PBC ) estar isolada fisicamente por
uma membrana de PTFE, seletivamente permeavel ao dioxido de carbono. Esta
vantagem ndo aparece no método comercial (Sigma), cujo manual de instrugdes
preconiza a solubilizagdo de todos componentes da reagdo; a saber; enzunas,
urina e cromoforo. A espécie oxidada deste ultimo, € responsavel pelo aumento
de absorbancia, que por sua vez ¢ diretamente proporcional a concentragdo de
acido oxalico; portanto, a presenga de redutor biologico, traria resultados mais
baixos.

Para aplicagdo em problemas reais, realizaram-se analises de acido
oxalico em amostras de capins para pastagem. Determinagdes deste tipo,

apesar de serem pouco comuns para os quimicos, sdo de extrema validade para
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zootecnistas € médicos veterindrios. A metodologia foi aplicada para sete

amostras de capins e os resultados podem ser analisados na Figura 111.16.

5,0 mmol / L || 5,0 mmol / L
30 min 5
a N 2,5
, }VMMJJLJW I WJW“JWWUWJ |

Figura II1.16 - No sentido da varredura (direira para a esquerda): Fiagramas
crescente de solugdes padrdes do analito, amostras de capins €
varredura decrescente. Alga de amostra 100ul, reator
enzimatico de 100x2mm de & interno, pH 4,0 (succinato) e
temperatura 25°C. Repetibilidade para uma solugdo 0,50 mmol /

L(R.S.D.~4%).
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Adicionalmente, empregou-se o método da Sigma para comparagao, obtendo-se

também uma boa correlacdo. A Tabela I11.3 mostra os resultados encontrados.

Tabela II1.3 - Quantidades de acido oxahico solivel contidas em amostras de
capins para pastagem analisadas, pelo métodos proposto e pelo kit
Sigma®. m, = massa seca analisada. As amostras 3, 5 ¢ 6 foram diluidas

de 2, 4 ¢ 5 vezes, respectivamente.

AMOSTRA CAPIM m,*(mg) F1A** KIT**
1 Quicuio 210 595+24 | 624+31
2 Tifton-85 233 5612 5613
3 Tangola 275 596124 589429
4 Brachiaria decumb. 257 13245 130£7
5 Setana splendida 217 1456458 | 1430+72
6 Setaria anseps 204 1912176 | 1914196
7 Tanner glass 216 394116 | 380+19

*capim seco num volume final de 10,0 mL.

**Valores expressos em mg de acido oxalico anidro por 100g de material.
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Os argumentos utilizados para comparar o método FIA com deteccéo
condutométrica com os apresentados na hteratura, também sdo validos para
esta metodologia, com algumas colocagdes importantes. Ha apenas um trabalho

(1 onde se usa membrana de PTFE para permear seletivamente o

publicado
dioxido de carbono proveniente da reacdo, catalisada pela enzima oxalato
descarboxilase. Este ¢ convertido cataliticamente em metano, em condigdo
muito drastica e cara. Recentemente''>®, foi publicado trabalho sugerindo a
possibilidade de melhorar a metodologia apresentada, com uso de um solvente
nd0 aguoso, como meio para corantes sensiveis a dioxido de carbono.

1I1.4 BIOSSENSOR BI-ENZIMATICO

Uma descrigdo das partes existentes nos biossensores, cujo transdutor é

o eletrodo sensivel ao oxigénio, esta representada no esquema a seguir;

eletrodo | membrana seletiva | membrana com f meio a ser
para O, enzimas analisado

O tratamento matematico representativo destes compartimentos, considera; o
numero de camadas na bio-membrana com diferentes propriedades de difusio,

o numero de enzimas mmobilizadas na bio-membrana, o namero de substratos
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da reagdo enzimatica e as dimensdes do modelo'’*”. Portanto, o sensor

proposto, enquadra-se num modelo com duas enzimas e dois substratos, como

mostrado a seguir.

membrana protetora externa oxalato

4

Vv

HyO,+2CO; <<« oxalato+ O,

..+.

hidroquinona —-—>—->» quinona + H,O

membrana interna de permeagio

— superficie do

eletrodo

Numa primeira etapa a enzima oxalato oxidase em presenca de oxigénio,
catalisa a reagdo de acido oxalico, convertendo-o em peroxido de hidrogénio e
dioxido de carbono. O peroxido, por sua vez, é consumido pela ag¢do catalitica
da peroxidase, transformado-se em agua. Esta transformac¢do ¢ possivel pela

presenga de hidroquinona, espécie comum aos tecidos vegetais, como por
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exemplo, rabano (fonte de peroxidase). Este foi o mecanismo provavel
estabelecido para o biossensor baseado no eletrodo sensivel ao O, € as enzimas
citadas, que funcionaram como transdutor ¢ elementos biologicos ativos,
respectivamente.

No estudo das condi¢gdes ideais de funcionamento do biossensor,
investigou-se o efeito da temperatura sobre a resposta do conjunto, mantendo
as outras variaveis constantes. A resposta analitica foi expressa em variagdes
de pressdes parciais de oxigénio na forma de % de saturagdo (-A % sat. O,)
num tempo de reagdo fixado em 2 minutos, suficiente para obtengdo de sinal

adequado. Estes resultados encontram-se na Figura I1.17.
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Figura II1.17 - Influéncia da temperatura sobre a resposta do biossensor
composto por oxalato oxidase imobilizada sobre cevada e
peroxidase “in natura’proveniente de rabano. Condi¢des: pH
4,0; [H,0x]® 0,48 mmol / L, tempo de medida 2 min. e Volume

final da Célula (Figura I1.5) 5,0 mL ®Concentraggo de oxalato.

Pode-se observar pouca variagdo deste pardmetro, no intervalo de 24,0 a 32,0 +

0,5°C; provavelmente, devido ao microambiente mais favoravel em que as
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enzimas estdo alojadas. Escolheu-se o valor de 27,0°C para todos estudos
posteriores. De maneira semelhante, avaliou-se a variabilidade de resposta em
fun¢do do pH. Como mostra a Figura II1.18, em pH 4,0 obteve-se a mehor

atividade.

] T 1 1 I
5h- n -
4 -
ONS'—. N
® .
w 2Lk -
=
<
1 i
0 —n
] 1 | 1 | 1 | 1 1
3 4 5 6 7
pH

Figura III.18 - Efeito do pH sobre a resposta do biossensor bi-enzimatico.
Condigdes: temperatura, 27,0°C; [H,Ox] 0,48 mmol / L; tempo
de reagdo 2 min e tampdes; de 3,0 a 5,0 (succinato-NaOH 0,05
mol /L contendo 1 mmol / L de Na;H, EDTA);, 6,0 e 7,0 (

tampdo fosfato).
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Neste caso, as baixas respostas encontradas nas condi¢des extremas em relagdo
ao pH otimo, devem-se provavelmente, as mudangas estruturais ocorridas com
a enzima oxalato oxidase, presente em quantidade muito menor, quando
comparada com a peroxidase. Além disso, esta tltima encontra-se naturalmente
imobilizada. Note-se que em pH 3,0, a atividade do sistema corresponde
aproximadamente a metade do valor maximo. Isto deve-se ao fato das
condigdes otimas para atividade da segunda enzima, ocorrer entre pHs 6,0 e
7,0. Assim, adotou-se o valor 4,0, quando do uso destas duas enzimas, valor
este(3,0) diferente daquele quando se emprega a enzima oxalato oxidase
imobilizada sobre sorgo, no caso das medidas em fluxo, com detecgdo
condutométrica.

Uma grande vantagem deste biossensor, ¢ a auséncia da enzima
polifenoloxidase, abundante em tecidos vegetais, que provocaria sérias
interferéncias.

Depois de estabelecidas as condi¢des oétimas de pH e temperatura,
verificou-se que a disposi¢do das enzimas na superficie do eletrodo, também
tinha relagdo com o sinal analitico (-A % sat. O,). A disposi¢do mais sensivel as
melhores variagdes de pressdes parciais de oxigénio esta ilustrada na Figura

[I.19.
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OXALATO OXIDASE
IMOBILIZADO
MEMBRANA
SELETIVA
MATERIAL
BIOATIVO
SUPORTE DE
NYLON

Figura II1.19 - Desenho do biossensor bi-enzimatico. (a) visdo geral e (b) Vista

frontal da extremidade do transdutor.
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Com todas condigdes otimizadas, submeteu-se solugdes padroes de acido
oxalico a presenga do biossensor, tendo como resultado a curva analitica

ilustrada na Figura I11.20.

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
[H,0x], mmol /L

Figura 1I1.20 - Curva analitica para o biossensor bi-enzimatico. Condigdes

1dénticas a Figura I11.18.
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Fazendo-se uma regressdo linear chegou-se a relagao: Y = 0,08753 (s.d.
0,05358) + 7,701 (s.d. 0,1473)X, R 0,9993 ( s.d. 0,08962) para N=6 A
expressdo ¢ valida para o intervalo de 0,080 a 0,70 mmol / L.

Nas exploragdes a respeito das principais interferéncias, notou-se pela

analise da Figura I11.21, que os L-aminoacidos aumentaram os sinais analiticos.

S
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acido latico
acido ascorbico
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o
]
®

tempo, min

Figura II1.21 - Comportamento cinético do biossensor frente as interferéncias
mais comuns para analises de oxalato. Condi¢des: [H,Ox] 0,48

mmol / L; [interferentes] 0,20 mmol/L ; T 27,0°C e pH = 4.0.
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Isto aconteceu provavelmente devido a presenga da enzima L-aminoacido

oxidase que catalisa a reagio:

L-aminoacido + O, — «o-cetoacido + NH;”2 + H,0,

Além de consumir oxigénio, geraria mats peroxido para ser decomposto pela
enzima peroxidase, 0 que explicaria os aumentos observados. Por outro lado, o
anion ascorbato, um bom redutor em solugdo aquosa, contribui para diminuir as
variagdes. Provavelmente existe urna competi¢do reacional deste redutor com
as espécies oxidadas do sistema enzimatico como um todo. Apesar disso, todos
estes interferentes estudados ndo afetam o desempenho do biossensor, no
tempo de dois minutos de reagdo. Na Tabela I11.4, estdo apresentados os
estudos das interferéncias dos ions metalicos AP, Fe?* e Cu* com

concentragdes fixas(5,0 x 10%mol / L).
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Tabela 1I1.4 - Interferéncias de alguns ions metalicos sobre a resposta do
biossensor bi-enzimatico. Condigdes: temperatura, 27,0°C; pH 4,0(acido
succinico 0,05 mol / L com 1,0 mmol / L de Na,H,EDTA quando adicionado) e

variagdes registradas em 2 minutos de reagdo.

CONDICAO —» COM NaH,EDTA SEM Na,H;EDTA

I [H0x]" 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,10 0,20 0.30 0,40 0,50

s/ interferéncia 0,3 06 0,7 10 14 06 1,3 20 31 40

]

com Al 01 03 04 04 05 02 04 06 08 08
com Fe?* 1,0 2,1 27 32 38 38 68 90 103 11,1
com Cu®” 03 07 1,1 15 21 02 05 09 1.1 1,1

Yconcentragdo de acido oxalico em mmol / L. Valores expressos em -A% de

saturagdo de oxigénio.
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Pelos resultados, pode-se afirmar que a presenga do EDTA ndo tem muito
significado quando se considerada as interferéncias de aluminio (III) e
Cobre(Il). Em contra partida a presenga do ion Fe(ll) livre, ativa de maneira
significativa o biossensor. Para a enzima purificada e soluvel, este fenémeno ja
foi observado'7.

Analisaram-se folhas de espinafre com quinze dias de idade, obtendo-se
0,56 mmotl de acido oxalico soluvel em 3,60 g do material seco analisado. Com
isso e considerando-se os fatores de diluigdo, chegou-se a 3120 mg de acido
oxalico por 100g do material seco, compativel com o valor da
literatura**(3390 mg / 100g). A diferenca obtida pode ser atribuida as

diferentes condi¢des climaticas, amostragem e vaniedade do vegetal. O valor

obtido foi semethante aquele medido segundo procedimento da Sigma”®.
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IV. CONCLUSOES

- O conjunto eletrodo sensivel a CO;-reator tipo “‘stirring bar’com a enzima
naturalmente imobilizada no sorgo, ndo se mostrou adequado para uso em
amostras reais.

- A enzima proveniente do sorgo apresenta maior afinidade pelo acido oxalico
em relagdo a mesma enzima de cevada, conforme valores das constantes
aparentes de Michaelis-Menten.

- Medidas em fluxo com eletrodo sensivel a CO; e reator enzimatico,
necessariamente exigem velocidades de fluxo muito baixas, para observagdo de
sinal analitico razoavel, limitando mutto, sua utilizagdo em condi¢bes reais de
analise.

- As metodologias baseadas em FIA condutométrico e espectrofotométrico,
mostraram-se viaveis para analises de urnna e capins para pastagem,
respectivamente.

- O biossensor constituido pela sonda sensivel a O;, mais as enzimas oxalato
oxidase e peroxidase (ndo purificada), constituem um dispositivo de baixo
custo, boa seletividade e aplicavel a determinacdo de oxalato em amostras de
espinafre. A presenga de peroxidase, favoreceu sensivelmente a reagdo final,

aumentando o sinal analitico.
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- A imobilizagdo de espécies bioativas, principalmente enzimas, sobre matrizes
naturais ativadas, caracteriza uma nova metodologia, de grande potencialidade

de aplicagao pela maior estabilidade apresentada.
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V. PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROQOS

Com base nas experiéncias teorico-praticas adquiridas, pode-se
visualizar os seguintes horizontes em relagido ao assunto:
- Desenvolvimento de biotecnologia de purificagdo da enzima oxalato oxidase
de fontes naturais disponiveis no Brasil com a finalidade de elaborar Kits para
determinagdes em amostras de interesse biologico. Procedimento semelhante
pode ser proposto para a enzima oxalato descarboxilase.
- Exploragdo de outras fontes enzimaticas, como caruru, banana, beterraba,
musgo, raiz de cevada, microorganismos, etc. Naturalmente imobilizadas ou
com quantidades adicionais sobre a matriz natural ativada.
- Construgdo de biossensores potenctométricos com as enzimas baseadas em
oxalato oxidase ou oxalato descarboxilase com peroxidase, usando eletrodo
sensivel a CO;.
- Construgdo de biossensores baseados na incorporagdo de enzimas e
mediadores, em superficies de eletrodos ( platina, carbono vitreo, ouro, etc)
modificados com filmes poliméricos (polipirrol, polianilina e politiofeno).
- A amplificagdo das reagdes enzimaticas envolvendo oxalato nos processos de
imobilizagdo, explorando a possivel participagdo do cofator flavina adenina

dinucleotideo(FAD).
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- Construir biossensores baseados na imobilizagdo de partes do DNA humano,
que contenham as informagbes genéticas relacionadas com a hiperoxaluria,
objetivando o diagnéstico clinico da doenga.

- Estudar os mecanismos de funcionamento das enzima oxalato oxidase e
oxalato descarboxilase, no “habitat” natural, bem como os fendmenos a nivel
de membrana celular.

- Desenvolvimento de sensores Opticos com enzimas imobilizadas sobre

superficies de fitbras opticas, visando determinagdes in vivo.
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