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Resumo
Determinacio enzimatica de salicilato com sistema de analise
por injecdo em fiuxo

Autora: Marta Maria Duarte Carvalho Vila
Orientador: Prof. Dr. Matthieu Tubino

Co-orientador: Prof. Dr. Graciliano de Oliveira Neto

Palavras-chave: salicilato, analise por injegéo em fluxo, salicilato hidroxilase, espectrofotometria.

A deteccdo rapida e segura dos niveis de salicilato em sangue é muito
importante no acompanhamento clinico. O acido salicilico € o maior metabdlito do
acido acetilsalicilico no organismo, sendo o acido acetilsalicilico um medicamento,
freqlientemente, usado em diversos tratamentos médicos.

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de sistemas de injecdo em
fluxo para a determinacdo quantitativa de salicilato em soro sangiiineo. Os
métodos desenvolvidos se basearam na deteccdo de CO; e de catecol gerados na
reacdo da enzima salicilato hidroxilase com o0 substrato salicilato. A enzima foi
imobilizada em pérolas de vidro de porosidade controlada e o reator preparado foi
integrado nos sistemas de fluxo.

O sistema desenvolvido com deteccdo do catecol foi baseado na reacdo
entre 0 catecol e o 4-aminofenol com formacdo de uma espécie colorida,
monitorada espectrofotometricamente a 565 nm. A faixa linear obtida foi de
0,5x10% a 5,0x10%mol L' com um limite de deteccio de 0,2x10° mol L. O
método também foi empregado na determinacdo de acido acetilsalicillico em
medicamentos.

O outro método foi baseado na deteccdo do CO.. O COz gerado na reagao
permeia através. de uma membrana de silicona, sendo recebido por um fluxo de
uma solu¢do de plrpura de bromocresol. A variagdo da absorbancia da solugao foi
deterrhinada espectrofotometricamente em 580 nm. Nas amostras de soro
analisadas, na mesma faixa de concentracdo acima, obteve-se limite de detecgdo
de 1,0x10* mol LY. Os métodos apresentaram concordancia como o método de
referéncia somando-se as vantagens ligadas ao sistema FIA.



Abstract

Enzimatic determination of salicylate by flow injection
analysis
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The rapid and reliable detection of salicylate leve! in blood is very important
in clinical monitoring. Salicylic acid is the main acetylsalicylic acid metabolic in the
body. The acetylsalicylic acid is a medicine, commonly, used in various therapeutic
chemicals.

The aim of this work was the development of a flow injection system for
spectrophotometric quantitative determination of salicylate in human serum. These
methods are based on the generation of CO. and catechol by the reaction of
salicylate with the enzyme salicylate hydroxylase. This enzyme was chemically
immobilized on controlled pore glass and the reactor prepared was integrated in
the flow sytems.

The method developed using determination of catechol was based on the |
reaction between catechol and 4-aminophenol to give a colored product monitored
spectrophotometically at 565 nm.The linear range was 0.5x107 a 5.0x10"mol L™
and the limit of detection was 0.2x10° mol L. The method was used for
determination of acid salicylic in medicines.

The other method was based on the detection of CO,. The CO; generated in
the reaction permeates through a silicone membrane and is received by a stream
of bromocresol purple. The variation of solution absorbance was followed
spectrophotometically at 580 nm. The serum samples was analyzed in the same

-concentration. The detection limit was 1.0x10™* mol L. These methods were
concordant with the reference method and added the advantages in flow systems.

X
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Capitulo I — Introducio e Objetivos

Capitulo I

Introducdo e Objetivos

Os salicilatos sdo substéncias que possuem propriedades analgésicas,
antiinflamatérias e antipiréticas. Dentre inimeros derivados, o acido acetilsalicilico,
€ um dos mais empregados, sendo utilizado em diferentes formulacBes
farmacéuticas (Payan, 1994). No Brasil, de acordo com o Diciondrio de
Especialidades Farmacéuticas 2000/01 (DEF, 2000/01), encontram-se registrados
27 medicamentos contendo apenas acido acetilsalicllico, e outros 23 em
associagOes a outros farmacos, principalmente cafeina e vitamina C que podem ser
adquiridos sem prescricdo médica. Além das indicacBes ja amplamente conhecidas
também tem se mostrado eficaz no tratamento de problemas cardiacos e
circulatdrios. O 4cido salicilico € o principal metabdlito resultante da hidrdlise do
acido acetilsalicilico e sua determinacdo é de grande importdncia na clinica médica,
uma vez que o nivel terapéutico mais elevado é muito préximo ao da toxicidade.
Os niveis recomendados, no plasma, situam-se na faixa de 1,1x10° a 2,2x10° mol
L™t (150 a 300 mg L'). Valores superiores a 300 mg L™ sdio considerados t6xicos
podendo levar a morte valores acima de 4,3x10° mol L™ (600 mg L™). (Yip, et al.,
1997). Além disto, em fungdo de sua grande disponibilidade, o acido acetilsalicilico
tem uma longa historia de intoxicagdo humana vinda de ingestio acidental,
“overdose” intencional ou ainda, em decorréncia de tratamentos prolongados.

Diversos métodos tém sido citados para a dosagem de salicilato em
produtos farmacéuticos e fluidos bioldgicos. Dentre eles, os métodos enzimaticos
tém surgido como uma opgdo de andlise rapida e seletiva, principaimente para a
determinat;éo de salicilato em matrizes complexas. A enzima salicilato hidroxilase
converte salicilato a catecol e gas carbdnico na presenca da coenzima NADH
(nicotinamida adenina dinucleotideo) e oxigénio molecular. Assim, o consumo de
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NADH ou de oxigénio, ou a formacdo de catecol ou de gas carbdnico podem ser
" monitorados, relacionando-se a sua concentragao com a de salicilato.

O desenvolvimento de técnicas para a imobilizagdo enzimatica favoreceu os
métodos enzimaticos em quimica analitica. A possibilidade de reutilizacdo das
mesmas em diversas analises promoveu a reducdo dos custos e facilitou o uso de
sistemas continuos.

No presente trabalho, visando a “automacdo” do procedimento analitico
optou-se pela técnica de injecdo em fluxo. A anélise por injecdo em fluxo permite a
“automacdo” do processo analitico tendo como caracteristicas principais:
simplicidade na instrumentacdo, economia de amostras e reagentes e agilidade no
processamento, permitindo a utilizacdo em situagbes de grande demanda de
amostras.

Com estes fatos em mente, objetivou-se desenvolver, neste projeto,
métodos para a determinacdo de salicilato em soro sangliineo e em
medicamentos, empregando reagdo enzimatica e sistema de injegao em fluxo.
Assim, para atingir tal objetivo, o plano de trabalho seguido, depois de adequada
revisdo bibliografica, ficou assim organizado:

e Escolha de suportes e condiches adequadas para a imobilizagdo da enzima
salicilato hidroxilase.

e Estudo de diferentes formas de analise de salicilato a partir dos produtos
gerados na reacao enzimatica (gas carbdnico e catecol).

 Avaliacio das condicBes ideais para a eficiéncia dos métodos propostos visando
exatiddo, precisdo, rapidez e simplicidade operacional.
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Capitulo 11

Salicilatos

1. Introducao

Os salicilatos incluem-se entre os mais antigos farmacos, que ainda ocupam
lugar de destaque na terap@utica moderna. Estdo presentes em diversas espécies
vegetais, principaimente no salgueiro (género Salix), sendo estas utilizadas por
varias civilizagBes, ha séculos. Sobre a cura de dores e febres had registros de
experiéncias realizadas por Hipocrates no século V a.C. com um pd amargo
extraido da casca do salgueiro. No século XVIII, havia relatos do uso da casca de
salgueiro para alivio da febre e de dores. Em 1763, o reverendo Edward Stone
comunicou a “Royal Society” de Londres o uso da casca de saigueiro branco (Salix
alba) como antipirético e sedativo com grande sucesso. Entretanto somente cerca
de sessenta anos mais tarde este fato empirico passou a ser pesquisado
cientificamente. Em 1829 um farmacéutico francés, H. Leroux, isolou a salicina, de
casca de salgueiro, que por hidrélise fornece glicose e alcool salicilico. Estes
estudos permitiram que em 1838, R. Piria, um quimico alemao, preparasse 0 acido
salicilico a partir da salicina (Rodnan & Benedek, 1970; Moraes, 1986).

O écido acetilsalicilico foi sintetizado em 1853 pelo quimico alemdo Charies
Frederic Gerhardt, entretanto, a falta de confirmacdo de sua eficiéncia
medicamentosa retardou seu emprego. Coube & “Farbenfabriken vorm. Friedrich
Bayer &' Co" aperfeicoar seus ensaios. O trabalho foi confiado a Felix Hoffman, um
farmacéutico cujo pai sofria de reumatismo crdnico e tinha problemas gastricos
pelo uso do écido salicilico. Em 1887 Hoffman obteve o acido acetilsalicilico,

trabalhando sob a direcdo de Arthur Eischengriin, que anos mais tarde reivindicou
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a descoberta para si. Foi introduzido na pratica médica em 1899, apds testes
- farmacoldgicos e clinicos, sob o nome de "aspirina” (fusdo do prefixo "a" do grupo
acetil com "spirin”, em alusdo a Spirala u/imaria, nome da planta usada como base
para as pesquisas. O acido acetilsalicilico teve grande aceitacdo na administracdo
oral em funcdo de sua maior eficiéncia, maior tolerabilidade gastrica e paladar
mais agradavel. Em virtude de sua eficicia € menor custo, a aspirina®” substituiu
os produtos naturais entdo em uso (Ferreira, 1985; Moraes, 1986; Nietsch, 1989;
Payan, 1994). Atualmente, o acido acetilsalicllico é oferecido por diversas
empresas, com diferentes marcas comerciais, sendo administrado por via oral, na
forma de pd, capsulas ou comprimidos ou por via retal, na forma de supositérios.
Os salicilatos também sao empregados em formulagdes como sabonetes, cremes,
locdes dérmicas e xampus em funcio de sua acdo queratolitica (acido salicilico)
para tratamentos de epidermofitoses e remogdo de calos e verrugas e por sua
acdo contra-irritante (salicilato de metila) para tratamentos de dores articulares ou
musculares (Insel,1991).

Os salicilatos possuem propriedades analgésicas, antiinflamatorias e
antipiréticas, sendo que, entre seus derivados, o acido acetilsalicilico € um dos
mais populares. O &cido acetilsalicilico é o protdtipo do grupo dos antiinflamatérios
ndo esterdides (AINE), sendo considerado o farmaco de primeira escolha como
agente terapéutico inicial na artrite reumatdide e em outras afecgGes articulares
inflamatorias. E' a droga padrdo com a qual sdo comparados todos os outros
agentes antiinflamatdrios (Kimberly & Plotz, 1989).

Além das indicagbes j& amplamente conhecidas, o acido acetilsalicilico tem
se mostrado eficaz no tratamento de diversos problemas cardiacos e disfungdes
circulatorias. O uso do acido acetilsalicilico em terapias para pacientes com
iniimeros problemas cardiacos, tem se mostrado como opgdo de baixo custo e
riscos réduzidos, com evidente beneficio terapéutico (Baigent et al., 1998; Eccles
et al., 1998; Krumholz et al., 1998; Borzark et al., 1998; Al-Kadra et al., 1998).

* aspirina® é marca registrada da Bayer AG
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Além disto, outras aplicacGes tém sido pesquisadas, como a diminuigiio dos
riscos e da recorréncia de cancer de colo de reto (Janssen et al., 1996).

2. Mecanismo de Acdo e Aspectos Toxicologicos

| Os efeitos terapéuticos do acido acetilsalicilico (antiinflamatério, analgésico
e antipirético) e de outros agentes antiinflamatdrios ndo esterdides (AINE) foram
melhor explicados, no inicio da década de 70, através da comprovacio que tais
compostos atuam inibindo a sintese de prostaglandinas. Estas substincias s3o
responsaveis pelo desencadeamento do processo inflamatdrio. QO &cido
acetilsalicilico tem a capacidade de inibir a ciclo-oxigenase, enzima responsavel
pelo inicio da cadeia de sintese das prostaglandinas. Com isso, sdo eliminados ou
atenuados todos os sinais e sintomas ocasionados pela liberacdo de
prostaglandinas como a hiperalgesia, o edema e a febre.

As prostaglandinas ndo causam edema nas concentragbes encontradas nos
exudatos inflamatdrios, mas potencializam a acdo edematogénica de outros
mediadores inflamatdrios tais como: a bradicinina e a histamina. Esta aciio explica
porque os farmacos do tipo aspirina somente reduzem, mas ndo abolem a resposta
ao estimulo inflamatodrio, ndo impedindo a progressdo da injuria patoldgica. As
prostaglandinas sensibilizam os receptores da dor (nociceptores) a estimulos
mecanicos ou quimicos. Assim, farmacos do tipo da aspirina® sdo, geralmente,
eficazes contra dores de baixa a moderada intensidades, particularmente quando
associadas a inflamacbes.

O processo inflamatorio localizado freglientemente é acompanhado de
febre, a qual, assim como a dor, informa que algo anda errado no organismo.
Toma-sé, deste modo, consciéncia da dor inflamatdria, isto porque os nervos
sensitivos da dor possuem conexdes com o sistema nervoso central. Com a febre,
no entanto, a via é outra. O comando para a febre se inicia no sistema nervoso
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central, mais precisamente no hipotalamo. Além dos processos vasculares (eritema
e edema), ocorre na regidio inflamada uma invasdo de células brancas sangiiineas
com a fungdo de remover o estimulo agressor (bactérias, corpos estranhos, etc.) e
restos de tecidos lesados. Estas células fagocitam e digerem as particulas
estranhas. Neste processo, as células brancas liberam substincias denominadas
pirogénio endégeno, que caem na circulacdo e se distribuem por todo ©
organismo, chegando até o sistema nervoso central, onde estimulam a liberacao
'de prostaglandinas. Os centros reguladores da temperatura sdo sensiveis as
prostaglandinas que os desregula, provocando uma leitura equivocada da
temperatura do sangue (sempre mais fria), desencadeando os mecanismos de
producio e conservacio de calor (vasoconstricdo cutdnea e tremores musculares).
As drogas do tipo da aspirina®, ao bloquearem a sintese das prostaglandinas do
sistema nervoso central, “reacertam” o termostato corporal, que passa a promover
um aumento da dissipacao do calor (Ferreira, 1985).

Alguns efeitos adversos do acido acetilsaliclico também podem ser
explicados pela inibicio da sintese das prostaglandinas. O acido acetilsalicilico
afeta a homeostase promovendo 0 prolongamento do tempo de sangramento,
através da inibicdo da funcio qualitativa plaquetaria. O acido acetilsalicilico acetila
irreversivelmente a ciclo-oxigenase plaquetéria. Essa inibicdo permanece por todo
o tempo de vida das plaquetas em circulagdo, ja que estas séo desprovidas de
nicleo e, portanto, incapazes de sintetizar nova ciclo-oxigenase (Araujo & Mattos
Filho, 1996).

Distirbios gastricos estdo entre os efeitos colaterais mais freqientes em
decorréncia de terapias com drogas do tipo da aspirina®. Atualmente se admite
que na parede do estdmago ocorre uma formacdo continua de prostaglandina do
tipo Ez"f, que participa do controle da circulagéio existente na rede capilar local.

* A enzima ciclo-oxigenase induz a formagc3o de diversos tipos de endoperdxidos ciclicos, entre eles
- a prostaglandina do tipo E. A direcdo preferencial de sintese varia dependendo do tipo de céluia ou
tecido envolvido (Ferreira, 1985).
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Assim, a auséncia desta substincia pode acarretar uma diminuicio das
redes capilares em agdo na mucosa gastrica, com decorrente perda da protecdo a
agressdo causada pelo acido cloridrico, presente no suco gastrico, que
normalmente reflui para o interior da mucosa. Com a funcionalidade da rede
capiiar diminuida ha, também, uma diminuigdio do transudato capilar encarregado
de tamponar este refluxo, acarretando erosdes na mucosa (Ferreira, 1985).

A absorgdo do salicilato ocorre no estdmago e na porcio proximal do
intestino delgado, sendo a concentragdo sérica méxima de salicilato alcancada
dentro de 1 a 2 horas. O acido acetilsalicllico é absorvido como tal, sendo
hidrolisado em sua maior parte em acido salicllico por esterases existentes nos
tecidos e no sangue. O acido acetiisalicilico é excretado pelos rins na forma de
acido salicilico (99 %) e seus principais metabdlitos, e na forma de acido gentissico
em quantidades bem menores (1 %) (figura 2.1) (Nietsch,1989; Payan, 1994).

A faixa de concentragdo no soro ou no plasma necessdria para a obtencio
do melhor efeito antiinflamatdrio € de 1,1x107 a 2,2x10mol L (150 a 300 mg
L™). Entretanto, é estreita a margem terapéutica superior da aspirina®, pois os
primeiros sinais de intoxicagio saliclica aparecem, com fregiiéncia, quando os
niveis, plasmaticos estdo préximos de 2,2x10° mol L (300 mg L™). A intoxicaciio
leve pelo salicilato € chamada salicillismo. Geralmente é conseqiiéncia da
administracdo repetida de altas doses, como ocorre no tratamento da artrite
reumatdide juvenil.

Os sinais e sintomas do salicilismo consistem de dores de cabeca, tonturas,
~ letargia, confusdo mental, nauseas, vOmitos, hiperventilacdo, zumbido, surdez para
sons agudos, obscurecimento da visio e, as vezes, diarréia. A medida que o grau
de intoxicacdo aumenta, as alteracdes do metabolismo acido-base se acentuam e
as manifestacdes neurologicas podem levar ao delirio, alucinacbes, convuisdes,
torpor e coma. A morte geralmente ocorre devido a acentuada depressdo do
sistema nérvoso central e estd relacionada com paralisia respiratria central e
colapso cardi_ovascular (Yip et al., 1997).
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Outro fator de relevancia € que pacientes tratados com mesma dose de
‘acido acetilsalicflico mostram diferencas significativas na salicilemia. Tal variaggo é
conseqiiéncia da acumulacdo ndo linear, caracteristica dos salicilatos, bem como
diferencas interindividuais na cinética de sua eliminacdo (Moraes & Sznelwar,
1987). Desta forma, a analise segura e rapida de salicilato no sangue é de suma
importancia na clinica médica. Para que a terapia seja eficiente e com baixos riscos
de intoxicacao surge a necessidade, seja no caso de pacientes com tratamentos
proiongados ou nas enfermidades crbnicas, de um ajuste da dose do medicamento
para cada individuo, com base nos valores de salicilemia.

A demanda de acetilsalicllico é bastante elevada, sendo estimado que
somente nos Estados Unidos 10.000 a 20.000 toneladas de acido acetilsalicilico sdo
consumidos por ano (Marcus & Broekman, 1998). Assim, em virtude da grande
~ acessibilidade deste farmaco, inimeros casos de intoxicagdo, principalmente em
criancas pequenas ndo s3o raros. Teores superiores a 2,2x10™ mol L™ ( 300 mg
LY} sdo considerados tdxicos, usualmente, sendo fatais acima de 4,3x107 mol L?
(600 mg L) (Proudfoot, 1983; Yip et al., 1997).

Soma-se a isto a necessidade do controle de qualidade destes farmacos
durante sua producao e estocagem.

OCQZH; | OH OH

O:CO;H Deacetilagio COH HO/Q/

CO:H
Acido o-acetil-salicilico Acido salicilico (99 %) Acido Zentissico (1%)

|\
S|y

CO:H

' dcido salicilirico (35%) Glucoronideos do dcido saacihco (15 %)

Figura 2.1. Metabolismo do acido acetilsalicilico no corpo humano. As porcentagens indicam as
quantidades relativas dos metabdlitos na urina. Fonte: Niestch, 1985.
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3. Métodos de Dosagem de Salicilato

Diversos métodos s3o apresentados na literatura para determinagdo de
salicilato em produtos farmacéuticos e em fluidos biologicos, que podem ser
agrupados de acordo com o principio de determinaco.

3.1. Métodos Espectrofotométricos

Desde a década de 40 ja havia a consciéncia da necessidade do controle
das taxas séricas de salicilato para ajuste da dose eficaz, sendo que os primeiros
métodos propostos foram os colorimétricos. Algumas destas técnicas foram
baseadas‘na complexa¢ado do grupo fendlico do acido salicilico com ions férricos,

- em solugdo levemente acida, formando uma espécie de cor pirpura (Orozco &
Guerra, 1946; Keller, 1947; Tarnakoy & Brews, 1951; Trinder, 1954; Barbezat,
1955). Acredita-se que a coloracdo desenvolvida se deva a formacdo de um ion
complexo por interacdo simultdnea entre os grupamentos carboxila e hidroxila do
acido salicilico e o Fe**(Alvarez-Ros et al., 2000).

Outros métodos empregaram reducdo do reagente de Folin-Ciocalteau
pela hidroxila fendlica do acido salicilico, em soluciio alcalina, resultando uma
coloragao azul (Smith & Talbot, 1950; Weichselbaum & Shapiro, 1945).

Dos métodos acima citados, os mais adequados s&o0 aqueles que utilizam a
complexacdo com ions férricos, pois 0s que utilizam a reducdo do reagente de
Folin-Ciocalteau fornecem elevados valores de branco. Além do mais, esta reacdo
ocotre para diversas drogas com ou sem grupamentos fendlicos, podendo gerar
interferéncias (Rao et al., 1978). O teste de Trinder (Trinder, 1954) é o0 mais
utilizado. entre todos os métodos espectrofotométricos, sendo considerado o
método de referéncia na avaliacio de novas técnicas. E bastante sensivel,
podendo atingir limites de determinacado da ordem de 10 mol L, dependendo da
matriz. E um método simples e de baixo custo mas sofre interferéncias de
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compostos alifaticos endlicos, fendlicos e de outras drogas como as fenotiazinas
(Kang et al., 1983), podendo apresentar grande varia¢do interlaboratorial (Mutchie
etal., 1980).Com o avanco da tecnologia na década de 80, técnicas
colorimétricas, baseadas na reagdo de Trinder foram utilizadas para o©
desenvolvimento de equipamentos automatizados (Eckfeldt & Nelson, 1983;
Landek, 1985; Peltonen & Shammas, 1986).

Empregando o principio de Trinder e sistema de analise por injecdo em
fluxo, Koupparis e Anagnostopoulou (Koupparis & Anagnostopoulou, 1988)
dosaram, em soro e medicamentos, diversos compostos como: salicilato de sddio,
salicilamida, metilsalicilato e acido acetilsalicilico. O método empregou um sistema
de dissolugdo automatizada integrada ao percurso analitico para a dissolucdo dos
medicamentos. Os resultados permitiram a dosagem em amostras de soro
dopadas com salicilato numa faixa de 0,72x10 a 7,2x10® mol L™ (100 a 1000 mg
L) com recuperacio média de 99,3%. As andlises dos medicamentos
apresentaram correlagdo com o método titulométrico (USP Pharmacopaeia) com
uma diferenca de 04 a 1,5 %. A maior vantagem do método é a elevada
freqiiéncia de amostragem com uma taxa de 95 a 180 determinagbes por hora
dependendo das etapas de diluicdo.

Em outro trabalho semelhante, Lopez-Fernandez e colaboradores (LOpez-
Fernandez et al., 1990) propuseram um reator para a dissolugao dos comprimidos
no percurso analitico com resposta linear na faixa de 1,67x107 a 10,0 x103 mol L
(300 a 1800 mg L) para acido acetilsalicllico e de 0,72x10° a 4,3x10 mol L™
(100 a 600 mg L") para acido salicllico. A grande vantagem destes métodos
residiu, sem divida, na integraco dos processos de dissolucio nos sistemas de
fluxo. Normalmente estas etapas, seguindo técnicas descritas em farmacopéias
(Farmacopéia Brasileira, 1988; The United States Pharmacopaeia, 1985), sdo
demoradas e trabalhosas. '

Karlicek e colaboradores (Karlicek et al., 1996) propuseram a determinagdo
espectrofotométrica através da reagdo de Trinder em sistema de injecao em fluxo
e uso de uma coluna para extracio (coluna de extragdo em fase solida), para

10
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analise de amostras bioldgicas (urina e plasma). O método apresentou uma faixa
 linear de resposta para concentragBes de salicilato na faixa de 10 a 10~ mol L.
O uso da coluna foi uma alternativa que permitiu utilizar amostras sem pré-
tratamento, com a possibilidade de concentracdo do analito € aumento da
sensibilidade pela remocgio de interferentes.

- O principio da rea¢do de Trinder também tem sido foi empregado em “spot
test” para determinacdo de salicilato em urina e sangue, em situacbes de
emergéncia, visando uma determinacdo qualitativa com rapidez e reducio de
custos (Asselin & Caughiin, 1990; King et al., 1995; Charette et al., 1998).

A capacidade dos salicilatos formarem complexos coloridos foi também
utiizada por Guidi e colaboradores (Guidi et al., 1983). Os pesquisadores
desenvoiveram método espectrofotométrico para dosagem de salicilato em
amostras bioldgicas utilizando a reacdo de Berthelot "reversa”, onde um excesso
“de cloramina reage, em meio alcalino, com salicilato formando um composto verde
(2, 2’ - dicarboxiindofenol). Embora este método tenha apresentado faixa linear de
resposta entre 1,0x10 a 3,0x10° mol L e limite de deteccdo de 35,0 x10 mol L
1 esta técnica ndo tem sido citada. Isto talvez seja devido ao fato de ser
necessario 0 uso de solventes, para a extragdo do analito, e aquecimento a 37°C
por 15 minutos para desenvolvimento da cor.

Um outro método, com determinacdo espectofotométrica de salicilato em
produtos farmacéuticos foi descrito por Saha e Baksi (Saha & Baksi, 1985). A
técnica se baseia na formacdo de um composto verde amarelado pela reacdo entre
acido salicilico e acetato de cobre (II), em meio levemente acido (5,5-6,0). A faixa
de resposta linear obtida foi entre 1,5x10° a 2,9x107 mol L de salicilato.
Entretanto, observou-se que a reacdo podia sofrer algumas interferéncias de
compostos presentes nas formulacOes. Para elimina-las, os autores sugeriram
processoé de extracdo com solventes, o que implica em maior tempo de anadlise.

Técnicas  espectrofotométricas de fluorescéncia para a dosagem de
salicilatos foram também empregadas (Miles & Schenk, 1970; Kleinerman, 1977;
Gui-Yun & Jing-He, 1984; Moraes & Sznelwar, 1987; Bailey et al., 1987). De modo

11
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geral, sdo consideradas como mais sensiveis e mais especificas quahdo em
comparacio com métodos colorimétricos. Alguns destes métodos fluorimétricos
baseiam-se na complexaciio do salicilato com térbio (Kleinerman, 1977; Gui-Yun &
Jing-He, 1984; Bailey et al., 1987).

Trabalhos mais recentes (Salinas et al.,, 1990; Konstantianos & Ioannou,
1992; Pulgarian & Molina, 1994; Villari et al., 1994) utilizado-se de técnicas
fluorimétricas, determinaram simultaneamente acido salicilico e derivados em
diversas matrizes complexas, de modo bastante preciso, porém, envolvendo
sucessivas extragdes e exigindo tratamentos matematicos laboriosos.

Por sua vez, a espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV) pode
também ser utilizada para determinacdo de salicilatos (Stevenson, 1960; Kitamura
& Majima, 1983; Dumitrescu et al., 1996). Entretanto, em comparagdo com
métodos colorimétricos que usam a regido visivel do espectro sua aplicacdo tem
sido menor, talvez, em funcgio de interferéncias de substincias endogenas e ainda,
a necessidade de solventes extratores.

Outros métodos empregados para o controle de qualidade em férmacos
com salicilatos também tém sido apresentados. Podendo-se citar alguns trabalhos,
tais como os de Garrigues e colaboradores (Garrigues et al., 1993), de Chattaraj e
Das (Chattaraj & Das, 1993) e de Rivas e Calatayud (Rivas & Calatayud, 1995).

Garrigues e colaboradores (Garrigues et al., 1993) empregaram
determinacdo simultinea de acido acetilsalicilico e cafeina por espectrofotometria
de infravermelho transformada de Fourier acoplada em sistema em fluxo.

Também empregando injegio em fluxo Rivas e Calatayud (Rivas &
Calatayud, 1995) utilizaram um reator, integrado ao sistema, contendo carbonato
de cobre incorporado em resina de poliéster, Neste reator, ocorre a formagdo de
um complexo entre o salicilato da amostra e o cobre da resina. A determinaggo
deste cobre complexado é feita por absorcio atdmica. A curva de calibragéo €
linear entre 2,9x10°° a 5,4x10™ mol L™* de 4cido salicilico.
| Chattaraj e Das (Chattaraj & Das, 1993) apresentaram uma técnica
desenvolvida paré a dosagem de salicilato em produtos farmacéuticos,

12
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especiaimente pomadas. Empregaram absor¢do atdmica com determinagdo

" indireta do analito. O método se baseia na formac¢do de um complexo entre o
- 4cido salicilico e cobalto. E feita a extraciio deste complexo com solvente orgénico
e a quantidade de cobaito ligado é determinada por absorgao atdmica. O limite de
deteccdo é da ordem de 1,6x107 mol L™ (22 ng mL'%).

De modo geral, os maiores problemas destes métodos estdo relacionados a
presenca de substincias que podem gerar interferéncias no sistema. Para a
solucdo destes problemas, muitas vezes, procedimentos de preparo de amostras
sdo empregados. A necessidade de eliminagdo destes interferentes torna estes
métodos mais trabalhosos e lentos, portanto inadequados para analises rapidas.

3.2. Métodos Cromatograficos

Diversas técnicas cromatograficas tdm sido propostas na separagao e
determinacao de salicilato em fluidos bioldgicos e preparacoes farmacéuticas.

Num dos primeiros trabalhos, a cromatografia em camada delgada foi
utilizada para a separacdo de acido acetilsalicilico e acido salicilico com posterior
analise por reflectdncia no UV (Frodyma et al., 1965). Foram observadas, para
cada um dos componentes, curvas lineares de calibragdo para concentragbes
acima de 3,0 umol L. Mais recentemente, a cromatografia em camada delgada foi
aplicada como teste qualitativo. Foi utilizada para a detecgdo e diferenciacdo de
salicilatos e seus metabdiitos em urina apresentando limite de deteccio de 1 ug
mL*? (Kincaid et al.,1991).

A cromatografia liquida em fase reversa também foi uma técnica empregada
para a dosagem de salicilato em plasma sangiiineo. Apresentou um limite de
detecciio de 0,1 mmol L (18 mg L) para acido acetilsalicilico e 2,4x107mol L™
(3,3 x102mg L") para acido salicflico (Khalil & Gonnet, 1983).

13
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Mais recentemente, McMahon e Kelly (McMahon & Kelly, 1998) empregaram
a técnica de cromatografia liquida com extracio em fase solida para a
determinacio simultinea de acido acetilsalicilico e acido saliclico em plasma
sanguineo visando melhorar os niveis de determinacdo. Os foram resultados
bastante satisfatérios com faixa de resposta linear de 0,5x10® a 3,0x10° mol L*
(0,1 a 5,0 ug mL?) para acido acetilsalicilico e 1,4x10 a 8,3x10° moi L™ (0,25 a
15,0 ug mL™) para acido salicilico, respectivamente.

A cromatografia gas-liquido (CGL) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) sdo, dentre as técnicas cromatogréficas, as de maior emprego na dosagem
de salicilato. Tém sido usadas para a andlise de matrizes biologicas ou para a
determinaciio simultdnea de varios compostos em diversas formulaches
farmacéuticas, podendo-se citar inimeros trabalhos (Ali, 1976; Bekersky et al.,
1977; Blair et al., 1978; Cham et al., 1979; Amick & Mason, 1979; Miceli et al.,
1979; Santos et al., 1980; Lo & Bye, 1980 Ou & Frawley, 1982; Buskin et al.,
1982; Mason & Gillilan, 1983; Bevitt et al., 1984; Kees et al., 1996; Pirola et al.,
1998). A CLAE é uma técnica bastante sensivel, que permite detectar salicilatos em
concentracdio de até 50 ug L™, mesmo em matrizes complexas.

Varios outros métodos cromatograficos tém sido desenvolvidos para a
determinacdo de salicilato. Por exemplo, a cromatografia de eletroforese capilar
(Goto et al., 1998) e a cromatografia liquida capilar acoplada a espectrdmetro de
massas (Wilbert et al., 1998). Estas técnicas apresentaram faixa linear de
resposta entre 10° e 10™ mol L, para acido salicllico e écido acetiisalicilico. A
- cromatografia de eletroforese capilar ja foi aplicada para identificagdo qualitativa
de salicilato em pacientes intoxicados. Entretanto, o tempo de analise, de cerca de
trinta minutos pode ser muito longo para analises em casos de urgéncia (Caslavska
et al., 1993). Ainda pode-se citar o emprego da cromatografia de eletroforese
capilar para a determinacdo e identificacdo de salicilato e derivados em urina numa
faixa de até 10°mol L* (10 pg L') em método desenvolvido por Zaugg e
colaboradores {Zaugg et al., 2001).
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A técnica de cromatografia de troca-ibnica, associada a um tipo especial de
detector condutométrico, também foi aplicada na determinaciio de salicilato em
plasma sangliineo com resposta linear na mesma faixa de concentracio das

técnicas acima mencionadas, ou seja, entre 10 a 10 mol L™ de salicilato (5 a 100
R mg L) (Bing-Sheng et al., 1997).

De modo geral, o uso de métodos cromatograficos exige, normalmente,
inimeros tratamentos da amostra, tais como: extracdo, pré-concentraco,
derivacdo (para cromatografia gasosa), entre outros. Os tempos de eluicio sdo
demorados, consumindo de dez a trinta minutos ou mais. Além disto, o uso de
aparelhagem sofisticada e recursos humanos especializados limitam o emprego
destas técnicas e as tornam pouco atraentes para a anélise de rotina. Porém, tais
métodos permitem monitorar simultaneamente o analito na presenca de inimeros
interferentes com elevado grau de sensibilidade.

3.3. Métodos Potenciométricos

Com a evolugdo dos eletrodos ion-seletivos, varios eletrodos seletivos
sensiveis a salicilato foram desenvolvidos, a partir da década de 70.

Os eletrodos ion-seletivos, na sua grande maioria, t8m sido descritos para a
dosagem de salicilato em produtos farmacéuticos (Haynes & Wagenknecht, 1971;
. James et al., 1972; Ishibashi et al., 1973; Choi & Fung, 1982; Mitsana-Papazogiou
et al., 1984; Chan et al., 1986; Hassan & Hamada, 1998; Pereira et al., 1990; Lima
et ‘aI., 1990; Stefan et al., 1997; Rover Jr. et al.,, 1998; Egorov et al.,, 1998;
Ferreira et al., 1999; Kubota et al., 1999; Torres et al., 2001). A aplicacdo destes
em fluidos bioldgicos, no entanto, é problemética, pois sofrem interferéncias de
anions, como iodeto, brometo e nitrato, presentes, normalmente, em fluidos
biolégicos. |
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As determinacdes oficiais de acido salicilico e acido acetilsalicilico préscritas
pela Farmacopéia Brasileira (Farmacopéia Brasileira, 1988) e Farmacopéia
Americana (The United States Pharmacopaeia, 1985) sSio baseadas em métodos
titulométricos
envolvendo titulacdes &cido-base (no caso do 4cido acetilsaliclico apds hidrélise
alcalina). Assim, métodos potenciométricos diretos seriam uma opgéo mais simples
e rapida em comparagdo com o método titulométrico. O uso de eletrodo ion-
seletivo apresenta boas caracteristicas analiticas para a dosagem de medicamentos
a base de salicilato, como pode ser visualizado na tabela 2.1 (pagina 19).

Diversos métodos tém sido empregados para a construgdo de eletrodos
sensiveis a salicilato. Num dos primeiros trabalhos, Haynes e Wageknecht (Haynes
& Wageknecht, 1971) desenvolveram um eletrodo tipo membrana liquida, com o
trocador idnico tetra-heptil-amdnio em 1-decanol. Em 1972, um eletrodo tipo
coated wire (microeletrodo em fio recoberto) sensivel a salicilato (James et al.,
1972) fol construido baseado no trocador idnico tricaprilil-trimetil-aménio (Aliquat®
- 336S) incorporado em 1-decanol. Posteriormente, Ishibashi e colaboradores
(Ishibashi et al., 1973) apresentaram eletrodo de membrana de PVC (cloreto de
polivinila) contendo trocador ibnico Aliquat® 336S.

Na década de 80, varios outros eletrodos seletivos para salicilato também
foram descritos. Podemos citar varios trabalhos como o de Choi e Fung (Choi &
Fung, 1982) que desenvolveram um eletrodo ion-seletivo com membrana de PVC,
e trocador idnico Aliquat® 336S em dibutilftalato, para dosagem de salicilato.

-Método semelhante foi utilizado para a construgdo de um eletrodo ion-seletivo
para saliéilato do tipo membrana liquida, baseado em haletos de tetralquilaménio e
" p-nitrocumeno (Mitsana-Papazoglou et al., 1984). Posteriormente, outro eletrodo
de membrana de PVC, baseado num trocador de cristal de violeta-salicilato foi
desenvolvido (Chan et al., 1986). Hassan e Hamada (Hassan & Hamada, 1988),
apresentaram eletrodo sensivel a salicilato tipo membrana liquida com trocador
ibnico  4,5-dihidro-1,4-difenil-3,5-fenil-imino-1,2,4-triazole  incorporado  em
nitrobenzeno. No ﬁnai dos anos 80, Pereira e colaboradores (Pereira et al., 1989),
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- desenvolveram eletrodo baseado na deposico da membrana do material ativo
(complexo aliquat-salicilato) sobre vidro condutor.

Eletrodos seletivos associados a sistemas analiticos de fluxo tem tido um
crescente desenvolvimento, havendo um significativo aumento, particularmente a
partir de 1984 (Couto & Montenegro, 2000). Eletrodos tubulares potenciométricos
associados a sistemas de fiuxo tem sido estudados, podendo-se citar os eletrodos
que empregam trocadores ibnicos como salicilato de tetraoctil-aménio imobilizados
-em PVC (Lima et al., 1990) e Aliquat® 336S incorporado em copolimero de etileno-
acetato de vinila (EVA) (Rover Jr. et al., 1998; Kubota et al., 1999; Torres et al.,
2001). Estes eletrodos foram desenvolvidos para determinagbes de salicilato em
preparagdes farmacéuticas, sendo Uteis em sistemas FIA, pois apresentaram
tempos curtos de resposta (5 segundos a 25° C) e curva de calibragio entre 107 e
10 mol L™ de salicilato.

Stefan e colaboradores (Stefan et al., 1997) em revisdo da literatura fizeram
uma avaliagdo do desempenho de alguns eletrodos ion-seletivos empregados para
andlise de diversos produtos farmacéuticos. Para a dosagem de salicilato
apontaram o uso de um eletrodo com membrana pseudo-liquida preparada com
Aliquat® 336S. Pode-se citar, também, o eletrodo desenvolvido por Ferreira e
colaboradores (Ferreira et al., 1999) para a dosagem de salicilato em preparactes
farmacéuticas com o agente ativo imobilizado em superficie de grafite.

_ Um fator limitante ao uso de eletrodos ion-seletivos na determinagdo de
salicilato em matrizes complexas, como ja dito, € o grande nimero de
interferentes. Entretanto, atualmente, pesquisas tém sido dirigidas visando o
desenvolvimento de eletrodos ion-seletivos para dosagem de salicilato que possam
ser também utilizados para analises em fluidos bioldgicos. Desta forma, Chang e
Meyerhoff (Chang & Meyerhoff, 1996) desenvolveram um sistema que empregava
eletrodo tubular de membrana de PVC com trocador Aliquat® 336S, sensivel a
salicilato, integrado em sistema de fluxo continuo com membrana dialisadora de
PTFE para eliminacdo de interferentes. Deste modo, foi possivel a analise de

amostras de soro, com resposta linear na faixa de concentracio de 10™ a 107
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mol L?! de salicilato. Visando ainda, a determinacdo de salicilato em fluidos
biologicos, outras membranas sensoras foram desenvolvidas. Eletrodos
empregando membranas sensoras com trocador anibnico heptil-4-trifluoroacetil-
benzoato (Katsu & Mori,1996), ou iondforo contendo o ion guanidinico (Hutchins et
al.,, 1997) foram avaliados, obtendo-se, respectivamente, faixas lineares de
resposta entre 1,0x10* a 2,5x10”%mol L* e de 6,0x10* a 1,5x10* mol L™ de
salicilato.

Complexos, envolvendo ions metalicos com diferentes ligantes, tem sido

empregados na construco de membranas sdlidas visando aumentar a seletividade
frente a salicilato. Isto pode ser devido as diferentes estruturas que causam maior
ou menor impedimento estérico na interacdo com o anion (Shahrokhian et al.,
2000). Assim, tem-se os trabalhos de Liu e colaboradores (Liu et al.,, 1996) que
desenvolveram um eletrodo para a dosagem de salicilato em medicamentos e
urina. O eletrodo foi preparado pela incorporacdo de carboxilatos de organo-
estanho (IV) em membrana plastica (PVC), obtendo-se faixa de resposta linear
entre 0,1x10¢ a 5,0x10 mol L de salicilato. Li e colaboradores (Li et al., 1995)
empregando ftalocianinas de Sn (IV) suportadas em cloreto de polivinila (PVC),
obtiveram faixa de resposta entre 10 e 10 mol L. Shahrokhian e colaboradores
(Shahrokhian et al., 2000) empregando membranas de PVC incorporadas com
complexos de aluminio e estanho para a determinacdo de salicilato em amostras
bioldgicas e farmacéuticas apresentaram respostas numa faixa entre 1x10% a1
x10™ mol L.
_ Embora o emprego destes eletrodos em analises clinicas de rotina, em
muitos casos, ainda ndo seja possivel, sdo apontadas vantagens para sua
utilizacio em preparagbes farmacéuticas. Entre os beneficios pode-se citar:
especiﬁc_idade, linearidade da curva de calibracdo em faixa relativamente ampla
(10 a 10°° mot L), bons limites de detecgio (10° a 107mol L), resposta répida
(cerca 30 segundos dependendo da concentragdio do analito), possibilidade de
miniaturizacgo e custo relativamente baixo (Stefan et al., 1997).
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- Tabela 2.1. Comparaggo entre alguns eletrodos ion-seletivos para a determinacédo
de salicilato.

Tipo de eletrodo Coeficiente  Faixa de Resposta Durabilidade  Referéncia
Angular (mV)  Linear (mol L)

Vidro condutor -55,8 10° a 10™ 500 medidas Pereira et al.,
1989
Microeletrodo de fio -53,0 10%a10? 3 semanas James et
recoberto al., 1972
- Membrana PVC -56,0 10*a10? 200 medidas  Choi & Fung,
1982
Membrana liquida -56,0 10*a 10 NF* Hassan &
Hamada, 1988
Membrana PVC -59,0 103 a 101 NF Ishibashi &
Matsumoto,
1973
Membrana liquida -58,0 10°a 102 NF Mitsana-
Papazoglou et
al., 1984
MembranaPVC - -59,0 10*a10? NF Chanetal.,
1986
Membrana liquida -58,0 102 a 10* . NF Haynes &
Wagenkcht,
1971
Tubular/ membrana -60,0 10*a10? 11 meses Lima etal., 1990
PVC
Tubular/ membrana -58,3 10 a 102 3 meses Rover Jr. et
PVC al,,1998
Grafite , -58,66 6x10*a 10 >18 meses Femeiraetal.,
1999

* NF- dados n&o fomecidos
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3.4. Métodos Voltamétricos

Encontram-se, também, métodos voltamétricos para a determina¢io de
salicilato. Relatou-se 0 emprego da reacgo de bromagao em fluxo continuo para a
dosagem de medicamentos com salicilatos. O bromo é reduzido a brometo por
compostos organicos (entre eles o acido acetilsalicilico) com diminuicdo do
potencial medido por eletrodo de carbono vitreo (Fogg et al., 1983). Contudo, esta
reacdo pode sofrer interferéncias quando se utiliza soro, sangue ou urina, devido a
presenca de compostos eletroativos com diminuicdo da seletividade do método, o
qual apresentou curvas de calibracdio lineares na faixa de 1,0x 10 a 2,0x 10° mol
L%, Além disto, necessita de alta temperatura (70°C) para o desenvolvimento da
reacao.

Um outro método, utilizando voltametria anddica de pulso diferencial, foi
descrito para a dosagem de &cido salicilico em medicamentos e alimentos (Fung &
Luk, 1989). Apds extracdo do analito com solventes, as correntes de pico foram
" medidas empregando-se carbono vitreo. A faixa de trabalho foi de 7,2x10® a 1,8x
10 mol L com recuperacio média de 99 % e desvio padrio de até 5 %. Os
maiores problemas apresentados nesta técnica foram relativos & interferéncia de
alguns compostos presentes nas pomadas, o uso de elevado potencial para as
medidas e a necessidade de extrac@o do analito.

Visando a dosagem de salicilato em soro sanguineo, em niveis de
nanogramas, foi desenvolvida uma técnica empregando-se cromatografia liquida
" com detector voitamétrico (Evans et al., 1991). Foi feita a extracdo do analito em
amostras de soro com cloroférmio e acetonitrila para posterior injecdo em coluna
de fase reversa. A curva de calibracdo na faixa de resposta linear para o acido
salicllico foi de 0,03x10° a 1,45x10° mol L™ (4 a 200 ng L"), no entanto, a
recuperacio média foi de 60 % com desvio padréo de até 5,8 %. A baixa média de
recuperacdo foi atribuida a possiveis perdas durante a extragdo, uma vez que se
encontravam ao nivel de tragos.
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3.5. Métodos Enzimaticos

De modo geral, 0s métodos que utilizam reacbes enzimaticas sdo rapidos,
. oferecem especificidade e podem ser realizados diretamente na amostra.

A determinacdo de salicilato, via reacdo enzimatica, envolve a enzima
salicilato hidroxilase (salicilato 1-monooxigenase, E.C.1.14.13.1) de acordo com a
seguinte equacao:

C00" _~_OH
@ + NAD(PH + 2H' + 02—~—-—q + NAD(P)" + H,0 +CO,
2
OH OH

Salidilato Catecol

Figura 2.2. Equacdo da reacdo catalisada pela enzima saliciato hidroxilase.

A salicilato hidroxilase promove a conversdo de salicilato a catecol pela
introducdo de um grupamento hidroxila e remocdo de um grupamento carboxila
utilizando como coenzima NADH ou NADPH. O modelo proposto para o
mecanismo da enzima saficilato hidroxilase indica que esta é capaz de formar um
complexo terndrio contendo salicilato e NADH, sendo dependente da concentracdo
de ambos na cinética enzimatica. Salicilato e NADH ligam-se aleatoriamente a
enzima. A partir dai, ocorre a ligacdo de oxigénio molecular presente na solugdo,
gerando catecol, gas carbonico e &gua com regeneracdo da enzima (White-Stevens
et al., 1972; Wang & Tu, 1984). Esta reacdo prossegue irreversivel até o consumo
total de um de seus reagentes.

Varios micrdrganismos tém sido descritos como capazes de produzir a
enzima salicilato hidroxilase, tais como Pseudomonas putida, Pseudomonas sp.,
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Pseudomonas cepacea e Trichosporon cutaneum. A caracterizacio bioquimica de
salicilato hidroxilase indicou varios tipos desta enzima, com diferentes massas
moleculares médias, estruturas das subunidades e, também, diferentes
seletividades para salicilato (Einarsdottir et al., 1988).

Pode-se dividir os métodos enziméticos para a determinacio de acido
acetilsalicilico, em dois grupos: 0s que utilizam a enzima salicilato hidroxilase na
forma solivel e os que a utilizam imobilizada.

3.5.1. Métodos que Utilizam a Enzima na Forma Soldvel

Alguns métodos empregam a enzima salicilato hidroxilase diretamente no
meio reacional.

Uma forma de determinagdo de salicilato pode ser feita monitorando-se o
decréscimo da absorbancia da coenzima por deteccio espectrofotométrica, uma
vez que a coenzima é consumida durante a reacdo enzimatica (You & Bittikofer,
1984; Longenecker et al., 1984; Banat et al., 1994; Bouvrette & Luong, 1996). O
anel piridinico da molécula de NADH, em sua forma reduzida, apresenta absor¢éo
méxima a 340 nm e, com 0 desenvolvimento da reaclo, ha diminuicio da
absorbancia proporcional a concentracdo de salicilato.

Estas técnicas fundamentadas na absorcdo de radiagio UV pela coenzima
-apresentam, de modo geral, resposta linear para concentracio de salicilato de 10
a 10*mol L%,

A espectrofotometria também foi empregada para determinar salicilato
usando o produto da reacdo enzimatica, o catecol. A reacdo entre catecol e 4-
aminofenol em meio basico produz uma espécie colorida monitorada a 565 nm
(Chubb et al., 1986) (figura 2.3). O teste apresentou faixa de correlacdo linear de
1,0x102 a 5,0x10™ mol L%, com coeficientes de correlacao de 0,989 com a técnica
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de Trinder e de 0,998 para CLAE. Os niveis de recuperacio na presenca de varios
compostos andlogos de salicilato situaram-se entre 93 a 102 %, tendo como
principal interferente 4-amino-salicilato com nivel de recuperagdo de 78 %.

‘NH;
OH 0 OH
| +@+40H’—>\©\)©< + 4H0
OH N OH
OH
Figura 2.3. Equacao da reacdo entre catecol e 4-aminofenol.

Uma outra alternativa, usando o também o catecol, foi proposta por Morris
e colaboradores (Morris et al., 1990). O catecol reage com 4-aminofenazona, sob
condigbes alcalinas, utilizando ions de manganés como catalisador da reacdo.
O método apresentou a mesma faixa de resposta linear para concentracdo de
salicilato que o método logo acima descrito (1,0x10 a 5,0x10° mol L) com
recuperacao entre 95 e 105 %. O teste foi comparado com o método de Trinder
(r=0,994) e com CLAE (r= 0,993) tendo apresentado bons niveis de correlacdo.

QOutra forma de determinacdo de salicilato em soro, usando enzima na
forma soltivel, foi apresentada por You (You, 1985), onde o consumo de oxigénio
monitorado polarograficamente foi usado para relacionar com a concentracao de
salicilato. Em comparacdo com o método de Trinder houve uma boa correlacdo (r=
0,99) com resposta linear entre 0,1x10° a 5,0x10mol L de salicilato.

.Apesar de perfeitamente apliciveis, estes métodos requerem grande
quantidade de enzima liofilizada e purificada. Os ensaios sao destrutivos e exigem
que a reagdo enzimatica se complete.
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3.5.2. Métodos que Utilizam a Enzima na Forma Imobilizada

A imobilizacao de enzimas, tanto em matrizes artificiais como naturais, pode
permitir somar a especificidade enzimatica com a possibilidade de reutilizacdo da
mesma em diversas analises, obter maior estabilidade e, principaimente,
automatizar o procedimento analitico. A imobilizacdo enzimatica proporciona o
emprego de biossensores e de reatores de enzimas imobilizadas (IMER), que
podem funcionar por longos periodos, sem renovacio do catalisador. O capitulo IV
(Imobilizacdo Enzimatica) abordara o assunto mais especificamente.

Atualmente, varios trabalhos empregam a enzima saliciato hidroxilase
imobilizada em diferentes suportes para a determinagdo de salicilato e compostos
relacionados em diferentes matrizes. Em interessante revisao, Oliveira Neto e
colaboradores (Oliveira Neto et al., 1999) abordaram este assunto.

A determinacdo de salicilato, pelo monitoramento amperométrico do catecol
gerado na reacdo enzimatica, tem sido bastante aplicada, usando a enzima
" salicilato hidroxilase imobilizada em diversos suportes. Nesta linha de pesquisa,
Neumayr e colaboradores (Neumayr et al., 1993) propdem a detecgao de salicilato
em farmacos, utilizando um reator o qual contém a enzima imobilizada por ligacdo
covalente, via tetracloroquinona, sobre esferas de vidro (glass beads). O reator foi
acoplado a um sistema por injecdo em fluxo e o catecol monitorado
amperometricamente, com resposta linear na faixa de 3,6x10° a 1,1x10°mol L™
de salicilato e recuperac¢&o entre 93 e 98 %. Em outro artigo semelhante (Neumayr
et al.,, 1995), a enzima salicilato hidroxilase foi diretamente imobilizada em
eletrodo de platina. Este eletrodo foi usado em sistema de injecdo em fluxo para
determinacdo de salicilato em produtos farmacéuticos por de deteccado
amperométrica do catecol formado, apresentando faixa de resposta linear na faixa
de 7,3 umol L' a 4,4 mmol L™ e recuperac8io entre 83 e 104 %.

A detecco amperométrica do catecol gerado na reacdo enzimatica,
também foi utilizada em método desenvolvido por Frew e colaboradores (Frew et
al., 1989) para dosagem de salicilato em plasma, utilizando-se eletrodo a base de
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pasta de carbono. Os reagentes (enzima e coenzima) foram incorporados no
eletrodo de trabaiho, permitindo determinacbes, em um minuto, com faixa de
- resposta linear entre 0,5x10a 5,010 mol L de salicilato.

Ehrendorfer e colaboradores (Ehrendorfer et al., 1996) desenvoiveram um
sensor onde a enzima saliciiato hidroxifase foi imobilizada covalentemente sobre
eletrodo vitrificado com deteccdo amperométrica do catecol formado em sistema
FIA. A resposta do sensor é linearmente proporcional a concentracio de salicilato
“entre 7,3x107mol L e 7,0x10“ mol L, sendo empregado na dosagem de
salicilato em bebidas e cosméticos.

O monitoramento amperomeétrico do catecol gerado também foi utilizado na
dosagem de salicilato, em amostras de soro sangiiineo por Zhou e colaboradores
(Zhou et al., 1995). O biossensor foi obtido pela imobilizacio da saficiato
hidroxilase em eletrodo de pasta de carbono. Uma caracteristica interessante neste
- trabalho foi o estudo da fermentacdo para a producdo da enzima proveniente de
Pseudomonas putida UUC-1 e sua aplicagdo na construcdo do biossensor. A faba
de resposta linear foi de aproximadamente de 0,1 a 1,8 mmol L.

Recentemente, Oliveira Neto e colaboradores (Carvalho et al., 2000)
também aplicaram a determinagdo amperométrica de catecol para a dosagem de
salicilato em amostras de urina e produtos farmacéuticos. O biossensor
desenvoivido envolveu a enzima salicilato hidroxilase imobilizada em eletrodo de
fibra de carbono e apresentou faixa de resposta linear de 1,0x107 a 2,0x10™ mol
L™ de salicilato. O maior inconveniente é o consumo elevado de NADH, exigindo
uma concentra¢do 1000 vezes acima da concentracdo de salicilato.

Pode-se utilizar também a deteccdo amperométrica do oxigénio e relacionar
0 seu consumo com a concentracdo de salicilato. Neste sentido foi desenvolvido
um sensor com a enzima salicilato hidroxdlase imobilizada, via ligagao covalente

com glutaraldeido, em membrana de intestino de porco e colocada em contato
como eletrodo de oxigénio (Rahni et al., 1986). Os resultados indicaram uma faixa
linear de resposta entre 1,0x10°° e 6,9x10™ mol L™ de salicilato, recuperagdo de
98,7 a 103 % e boa correlacdo com o método de Trinder (r= 0,99).
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Semelhante processo foi usado em associacdo com sistema de injecdo em
filuxo, no entanto, o sensor empregado foi obtido pela imobilizacgao da enzima por
ligacdo covalente via glutaraldeido em membrana de nailon (Bertocchi et al.,
1992). Este sistema apresentou faixa de resposta linear entre 10 umol L e 200
umol L. O uso de membranas poliméricas de origem natural (Rahni et al., 1986)
ou ndo (Bertocchi et al., 1992), é feito com o intuito de favorecer uma ligagdo mais
efetiva entre a enzima e o suporte, promovendo a estabilidade do material
catalitico frente a variagdes do meio reacional. Os sensores exibiram estabilidade
de cerca de 30 dias, com tempos de resposta variando de 2 a 6 minutos,
dependendo da concentracgio de salicilato.

Outra forma de dosagem de salicilato em amostras de soro sanguineo foi
obtida utilizando-se um sensor potenciométrico. A enzima foi imobilizada
fisicamente junto a uma membrana de didlise, sobre a superficie de um sensor
para didxido de carbono. O didxido de carbono formado pela reacdo enzimatica foi
monitorado e, assim, relacionado com a concentracdo de salicilato (Fonong &
Rechnitz, 1984). A fabxa de resposta linear do método foi de 3,7x10°a 2,2x10%mol
Lt. Embora este sensor tenha apresentado boa seletividade nos ensaios, em
funcdo da membrana de didlise, apresentou elevado tempo de resposta (5 a 10
minutos).

Mais recentemente, com 0 desenvolvimento de mediadores de elétrons e
novos suportes a base de polimeros condutores, Oliveira Neto e colaboradores
(Milagres et al.,, 1997) desenvolveram um sensor onde a enzima salficilato
hidroxilase foi imobilizada, via glutaraldeido, sobre filme polipirrol dopado com
hexacianoferrato e fixada em eletrodo de carbono vitreo. Fez-se a deteccdo
amperométrica do catecol para analise de medicamentos em sistema de inje¢do
em fluxo. Os autores obtiveram uma elevada sensibilidade para salicilato com
‘respostas na faixa de 1,0x10° a 1,0x10* mol L™, Podemos citar também, o sensor
para salicilato desenvolvido por Kubota e colaboradores (Kubota et al., 1996),
imobilizando a enzima salicilato hidroxilase em eletrodo de pasta de carbono
‘contendo azul de Meldola como mediador. Este reator detecta o catecol produzido
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na reagio enzimatica através da eletrooxidagio do mediador, com resposta
- amperométrica na faixa de 1,0x107° a 6,0x10° mol L.

Oliveira Neto e colaboradores (Rover Jr. et al., 2000), na mesma linha de
trabatho, propuseram o desenvolvimento de um biossensor visando determinacio
arhperoméin‘ca de salicilato através do monitoramento de catecol produzido na
reacdo enzimatica. Como mediador de elétrons foi usado hexacianoferrato,
incorporado no filme de polipirrol juntamente com a enzima e glutaraldeido, sobre
a superficie de carbono vitreo. A faixa de resposta linear fo de 2,3x10° a 1,4x10™
mol L™ com estudos de recuperaggo entre 96,4 a 104,8%. A principal vantagem
em comparacao aos biossensores anteriores descritos foi 0 aumento do tempo de
vida. Nestes casos, o eletrodo manteve-se estavel por cerca de 40 dias. Nos dois
casos anteriores os elebrodos apresentaram estabilidade de 20 dias (Kubota et al.,
1996) e 10 dias (Milagres et al., 1997).

Uma outra opgao tem sido o desenvolvimento de sensores envolvendo
sistemas com duas enzimas. Moore e colaboradores {Morre et al., 1995)
propuseram determinacdo voltamétrica de salicilato através de método que
envolveu o uso da salicilato hidroxilase imobilizada em eletrodo de carbono. Esta
enzima converte salicilato a catecol que por sua vez, é oxidado via eletroquimica
para orto-quinona. Esta substancia é entdo reduzida pela enzima glicose oxidase
regenerando o catecol. A reoxidacdo do catecol resulta em um sinal de corrente
amplificada. A faixa de resposta linear para concentragdes de salicilato em
amostras de soro foi de 1,0x10%a 6,0x10™ mol L.

Mais recentemente, Martin & Dominguez (Martin & Dominguez, 1999),
desenvolveram um sensor amperométrico contendo salicilato hidroxilase e
tirosinase em sistema de injecdo em fluxo. A enzima saliciiato hidroxilase catalisa a
hidroxilacdo de salicilato a catecol e a tirosinase oxida o catecol gerado a orto-
quinona, ‘sendo esta reduzida eletroquimicamente a catecol novamente. Este ciclo
de oxidagdo e reducao resulta em amplificacio de sinal permitindo limites de
deteccdo mais baixos. O sensor desenvolvido obteve limite de deteccdo de 3,5
x10®¢ mol L1,
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A imobilizacio da salficilato hidroxilase em sensores de fibras opticas
também tem sido estudada para a determinacdo de salicilato. A dosagem deste
composto baseia-se no monitoramento do gas carbonico formado na reagdo
(Sotomayor, 2000). A imobilizagdo quimica através de ligagao covalente
empregando silanizaciio foi considerada a mais adequada, com resposta linear na
faixa de 1,0x10* a 1,0x10"° mol L.
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Capitulo III

1. Introducdo

A utilizacdo de reagdes enzimaticas pelo homem se confunde com os
primordios da civilizacdo. Iniciaimente o emprego de enzimas ocorreu exclusivamente
de forma empirica, para mais tarde tornar-se de grande importincia em uma vasta
gama de aplicagbes industriais. Nas Ultimas décadas, em fun¢8o de sua elevada
- especificidade, passou a ser explorada de forma cada vez mais intensa em diversas
areas da ciéncia (Lima e Angnes, 1999).

O nome enzima ('no levedo™) foi somente usado em 1877, porém ja se
suspeitava que estes catalisadores especiais participavam da fermentacgdo do aclicar
para formar o dlcool (de onde vem o nome inicial “fermentos”) (Lehninger, 1993).

As enzimas podem ser obtidas de fontes vegetais, animais e microbianas.
Entretanto, a partir do momento que o desenvolvimento da microbiologia permitiu
compreender melhor 05 sistemas que presidem a sintese das enzimas nos
microrganismos, a produgdo industrial de enzimas baseou-se em processos de
fermentacdo. As principais vantagens das enzimas obtidas por fermentacdo sobre as
enzimas obtidas por extracdo sdo: producdo independente de variagbes climaticas e
geograficas, possibilidade de otimizagdo dos processos de producdio e reducdo de
custos (Scriban, 1985; Price et al., 1995).

As- enzimas sdo catalisadores organicos produzidos por células vivas que
intervém em reagdes biologicas acelerando-as por ativacdo especifica. Uma vez
elaborada por uma célula, uma enzima podera atuar independente desta, se

condicbes apropriadas forem mantidas. As enzimas permitem atingir rapidamente o
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estado de equiibrio da reacdio sem modifici-lo. As caracteristicas mais
impressionantes das enzimas sdo seu elevado poder catalitico e sua especificidade
- (L.ehninger, 1993).

- Quase todas as enzimas conhecidas sdo proteinas que pertencem a classe das
pfoteinas globulares. Contudo, a descoberta de moléculas de RNA (4cido ribonucléico)
cataliticamente ativas indicaram que as proteinas ndo t&m um monopélio absoluto da
catdlise (Soares & Lins, 1995).

As enzimas aceleram as reagbes, reduzindo a energia livre de ativagdo de
reagdes quimicas fornecendo uma nova via de reacdo, na qual o estado de transicio
tem uma energia mais baixa e, desta forma, é mais acessivel do que na reacdo ndo
catalisada. Sua acao seletiva, sobre a cinética de reacdo, promove um decréscimo da
energia de ativagao, o que vai acelerar a reacdo cuja velocidade pode ser muiltiplicada

por fatores de, pelo menos, 10° (Stryer, 1994).

| Uma das caracteristicas mais importantes da catdlise enzimética reside na sua
especificidade, muito mais marcante do que a catalise quimica. Esta especificidade
- apresenta um duplo aspecto: especificidade quanto a reacdo e especificidade quanto
ao substrato. A enzima sO pode catalisar um dado tipo de reacdio e toda reacdo
enzimatica implica na fixacdo do substrato em pontos precisos da enzima. Estas
regides especificas da enzima sdo chamadas de centros ativos, ou sitios ativos. A
maioria das enzimas € altamente seletiva na sua ligacdo a substratos (Stryer, 1994).
Estas caracteristicas de especificidade s3o em funcdo da conformacdo da molécula
enzimdtica, da singuralidade de seu sitio ativo e também da estrutura da molécula de
substrato. A seletividade das enzimas é baseada, portanto, nas diferencas entre
grupamentos quimicos, ligacdes quimicas ou estereocisOmeros (Marko-Vargo &
Dominguez, 1991). Embora a maioria das enzimas envolvidas nas atividades
metabdlicas vitais tenha sido identificada, muitas questdes permanecem sem solucdo.
Estudos t&m sido realizados visando descobrir como as enzimas catalisam as reacdes
quimicas com eficiéncia, precisao e especificidade elevada {Lehninger,1993).

Uma cdlassificagdo sistemdtica das enzimas foi adotada pela “Enzyme

Commission”, com o objetivo de identificar, caracterizar e nomear de modo a permitir
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uma designacao para cada enzima de forma a formecer a maior duahtidade de
informagbes de maneira precisa. O sistema divide as enzimas em 6 principais classes
. e subclasses dependendo da natureza da reacio catalisada. Para cada enzima é
indicado um nome “comum” para uso diario, um nome sistematico para identificar a
féaga’io catalisada e um numero de classificacio, que identifica sem ambigiiidades uma -
enzima. Este nimero comporta quatro aigarismos, separados por pontos, precedidos
pela sigla EC (“Enzyme Commission”). O primeiro algarismo indica 0 nome da classe a
-qual pertence a enzima, 0 segundo e o terceiro indicam as subclasses e o quarto
algarismo é o nimero de série (indica mais precisamente a maneira pela qual a
ligacdo especifica é rompida) (Lehninger, 1993; Scriban, 1985).

2. Cinética enzimatica

O estudo da cinética enzimdtica visa estabelecer relacBes existentes entre a
velocidade da reacdo enzimatica e as concentragdes de substrato e enzima, e 0s
fatores de influéncia tais como: pH, temperatura, presenca de substancias
consideradas ativadoras ou inibidoras.

Para muitas enzimas, com uma concentracdio fixa de enzima, a velocidade de
catalise varia com a concentragio de substrato, sequndo uma curva hiperbdlica como
lustrado na figura 3.1. Em baixas concentracBes de substrato, o sitio ativo das
moléculas da enzima ndo estd saturado pelo substrato e assim, a velocidade varia
com a concentracdo de substrato. Com o aumento de moléculas de substrato os sitios
ativos sdo cobertos, até que, nenhum sitio serd disponivel e a velocidade sera
independente da concentracfio de substrato. Leonor Michaelis e Maud Menten, no
comeco do século XX, propuseram a teoria geral da acao enzimatica para sistemas
com um tnico substrato para explicar estas caracteristicas cinéticas.
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Vv (velocidade inicial)

vin L Valor da velocidade méxima: velocidade limite

N5

tS] em mol/l

Figura 3.1. Gréfico da velocidade de reagdo, V, em fungdo da concentragdo de substrato em
mol L}, [S], pare uma enzima que obedece & cinética de Michaelis-Menten.

Uma reac3o tipica catalisada por enzima envolve a formagdo de um complexo
intermedidrio transitdrio, ES, com uma constante de velocidade k;. Este complexo
resulta de uma interacdo de estrutura entre o sitio ativo da enzima e a molécula de
substrato. O complexo enzima/substrato tem dois destinos possiveis. Eie pode
~ dissociar-se em enzima e substrato, com uma constante de velocidade kz, ou pode
prosseguir para formar produto, com uma constante de velocidade ks como na

equac3o (1) abaixo:
k k
E+S ES —> » E+P
ky
Onde: E= enzima;

S= substrato;

ES= complexo enzima substrato;

P= produto;

ki, k2, k3= constantes de velocidades
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No inicio da reagdo, a concentracdo de produto é muito bab@, podendo entdo
ser desprezada, do mesmo modo, que a transformacdo do produto em substrato.

Assim a velocidade de catdlise serd igual ao produto da concentracdo do
cdmp!exo enzima/substrato por k3, onde tem-se:

@) ¥V =k[ES]

Para expressar a concentragdo de complexo em termos de quantidade, as taxas
de formagdo e quebra do complexo ES sdo dadas por:
(3) Velocidade de formagdo de ES = k; [E] [S]
(4) Velocidade de dissociagdo de ES = (k; + k3) [ES]

Em um estado estacionério, a concentragdo do intermedidrio permanece a
mesma, enquanto as dos materiais iniciantes e dos produtos estdo mudando. Isto
ocorre quando as velocidades de formacdo e dissociacdo do compléxo ES sdo iguais.
Igualando-se as equagles 3 e 4 tem-se;

(8) k; [E] [S] = (k2 + k3) [ES]

Rearranjando a equacgdo acima (5),

__ [E)S]
(6) [£5]- (k2 +ks3)/ ko

A equacdo pode ser simplificada, definindo-se uma nova constante, Km,
chamada de constante de Michaelis,
(7) Km =k2 +k3/k1

Apli;ando—se na equagao 6,
(8) [ES] = [E] [S]/Km
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Pode-se considerar, também, que a concentraciio de substrato ndo combinado
[S] é quase igual a concentragio de substrato total, desde que a concentragao da
enzima seja bem menor do que a do substrato. A concentragdo de enzima nao
combinada [E] é igual & concentrac3o da enzima total [Er] menos a concentragdo do
complexo [ES].

(9) [E] = [Eq] - [ES]

Aplicando-se esta expressao na equacado 8,
(10) (ES] = ( [E1] - [ES]) [S]/ Km

Resolvendo a equacdo 9 para [ES],

e g SV Km
(11)[ES]=[E: ]'—H"1+[S]/Km
ou
£S]
[ES]= [E][S] m

Aplicando-se esta expressdo para [ES] na equacao 2,

| [S]
12)v= ks[Er][S] o

A velocidade méxima (Vma) € obtida quando os sitios ativos da molécula de
enzima estio saturados do substrato. Nesta situacdio, pode-se considerar gque a
concentracdo de substrato é muito maior do que Km, de tal forma que [S] / ([S] +
Km) se aproxima de 1. Assim,

(13) Vinax - ks [Ex]

Apiindo—se a equacdo 14 na equagio 13, obtém-se a equacdo de Michaelis-
Menten, que explica 0 comportamento difésico da reacao enzimatica.

P [S]
(14) V—Vm.[S]Jer
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Esta equacdo explica o grafico da figura 3.1. Quando a concentfa(;éo de
~ substrato € muito menor que Km, V = [S] Vma / Km, ou seja, a velocidade é
diretamente proporcional a concentracdo do substrato. Em concentracbes elevadas de
substrato a velocidade € maxima independentemente da concentracado do substrato.
Quando [S] = Km, entd0 V = Vnax/ 2. Assim, 0 valor de Km é igual a concentragao do
substrato na qual a velocidade de reacdo € metade da sua velocidade maxima. Este
valor pode ser considerado como inversamente proporcional a afinidade da enzima
pelo substrato. Quanto menor seu valor, maior serd a afinidade e vice-versa,

Pode-se usar transformacOes da equacdo de Michaelis-Menten, de modo a obter-
se um grafico em linha reta. A mais empregada delas, talvez, seja a chamada
equacio reciproca de Lineweaver-Burk, sendo feita tomando-se a reciproca de ambos

os lados da equacao (14).

(as) Lol  Km 1
V Vo Vs [S]

Um gréafico 1 / V versus 1 / [S], fornece uma linha reta, com um intercepto de 1

/ Vmax NO €ix0 de 1 / V e uma inciinagdo de Km / Vmax cOmo pode ser visualizado na
figura 3.2 (Stryer, 1994).

v

.. Km
Inclinagéo: vm

’ 1
\1 *r—sl'

Figura 3.2. Linearizacio da equacdo de Michaelis-Menten segundo Lineweaver-Burk.
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2.1. Atividade Enzimatica

A atividade de ume enzima é funcio direta da sua estrutura tercidria e
quaternaria. Assim, todo tratamento que modifique sua conformacdo, como
aquecimento, alteragio do pH do meio e outros, dificultando ou impedindo a fixacao
do substrato na enzima ou ainda, alterando a estrutura do sitio ativo, alterara as
propriedades cataliticas da enzima e, portanto seu funcionamento (Scriban, 1985).

" A unidade de atividade enzimatica (U) é definida pela quantidade de enzima que
ira catalisar a transformacdo de 1 pmol de substrato por minuto em condices otimas
de pH e temperatura adequadas para cada enzima.

Outras definigdes também tém sido usadas. A “Enzyme Commission” definiu uma
nova unidade internacional da atividade enzimatica denominada katal (kat), sendo

esta definida como a quantidade de enzima que transforma um mol de substrato por
| segundo, sob condiches experimentais estabelecidas. Submultiplos sdio também
empregados: mili (mkat) microkatal (ukat), nano (nkat). Embora o katal seja uma
unidade recomendada pelo Sistema Internacional de Unidades ndo &, freqlientemente
usada. |

Outras expressdes empregadas para atividade enzimatica sdo (Lehninger, 1993):

o Atividade especifica — definida como unidades de enzima por miligrama de

proteina.

o Atividade do centro catalitico — expressa como nimero de moléculas do

substrato transformadas por minuto por centro catalitico.

o Atividade molar ou molecular — estabelecido como numero de moléculas de

substrato transformadas, por minuto, por uma Gnica molécula enzimatica.

2.2. Fatores de Influéncia

A atividade de uma enzima e conseqiientemente a velocidade de reacdo pode
ser modificada pela presenca de outros compostos, que ndo seja o substrato. Eles
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desempenham um importante papel na atividade enzimatica e podem ser (teis no
estudo dos mecanismos de acdo de mwuitas enzimas. Pode-se classificar estes
. compostos em duas classes:

o ativadores - aqueles que aumentam a velocidade da reacdo

» inibidores e inativadores - aqueles que reduzem a velocidade de reacio.

- Entretanto, convém lembrar que esta distingéo n&o é rigorosa, pois uma mesma
substancia, segundo a concentracdo e condicdes do meio pode ter caracteristicas
- ativadoras ou inibidoras. Como exempio desta afirmacdo pode-se citar a aciio de
alguns ions metalicos gue podem agir como ativadores ou inibidores.

Duas classes gerais de inibidores sdo reconhecidas, e suas agdes envoivem
inibicdo reversivel ou irreversivel. Os trés tipos principais de inibicio reversivel sdo o
competitivo, incompetitivo e ndo competitivo (Scriban, 1985).

2.2.1. Cofatores

Um grande nimero de enzimas exige um componente adicional para exercer sua
fungdo catalitica. Estes componentes chamados cofatores sio substincias aprotéicas
que atuam em associagdo com certas enzimas e que, em muitos casos,
desempenham papel relevante na catdlise. Os cofatores s30 geralmente estdveis a
variagOes de temperatura e podem ser classificados em coenzimas, grupos prostéticos
e ions metalicos, como esquematizado na figura 3.3.

Os grupos prostéticos sdo substdncias de massa molecular bem menor do que
a da molécula enzimatica, sendo ligados firmemente & proteina enzimatica. Como
exemplo da presenga de grupo prostético, pode-se citar a glicose oxidase, que tem
duas moléculas de flavina-adenina-dinudeotideo (FAD) por molécuia de enzima.

As coenzimas slio moléculas organicas que, normalmente, encontram-se livres
em solugdo e que, ao se ligarem a molécula enzimatica, favorecem a catalise.

As coenzimas funcionam, usualmente, como transportadores intermediarios de

grupos funcionais, de atomos especificos ou de elétrons transferidos na reacdo
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enzimatica global. Exemplos tipicos sdo: nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato
{(NADPH/ NADP™), nicotinamida-adenina-dinucleotideo (NADH/ NAD™), pirofosfato de
tiamina, entre outros.

Os ions metdlicos, representados por cations metalicos mono ou divalentes como
K*, Mn?*, Mg?*, Ca®*, Zn** sdo indispensaveis para a atividade de uma série de
enzimas, sendo conhecidas como metaloenzimas. Estes podem estar firmemente
ligados ou em solugdo. Quando estes cofatores de natureza inorganica, em solucdo,
sd0 capazes de ativar certas enzimas sdo denominados ativadores {Lehninger, 1993;
Conn & Stumpf, 1985).

Cofatores enzimaticos
Ligados a enzima Livres em solucdo
Natureza Natureza Natureza Natureza
Organica Inorganica Organica Inorganica

' | ' !

Grupos Prostéticos  Ions Metdlicos Coenzimas  Ions Metilicos

(ativadores)

Figura 3.3. Classificacdo de cofatores enzimaticos.
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2.2.2. Inibicdo Competitiva

O inibidor é uma substéncia de estrutura quimica e espacial andloga ao substrato
e que se instala no sitio ativo da enzima impedindo a fixac3o do substrato. Um
inibidor competitivo reage reversivelmente com a enzima para formar um compiexo
enzima-inibidor (EI), semelhante ao complexo enzima-substrato:

E+I=EI

A molécula do inibidor ndo é quimicamente aiterada pela enzima, sendo definida
uma constante do inibidor k;, definida por:

ke = [E] [1] / [ET]

‘A velocidade méxima inicial da reacio ndo é modificada pela presenca do
inibidor, o que significa que a competicdo substrato/inibidor pelo sitio ativo da enzima
¢ favoravel ao substrato, desde que este esteja em maior concentracdo.

2.2.3. Inibicdo Incompetitiva

A inibicao incompetitiva, caracteriza-se pelo fato do inibidor ndo se combinar
com a enzima livre, nem afetar sua reacdo com seu substrato normal. Trata-se de uma
inibicdo por bloqueio do complexo ES. Ocorre a formagdo de um complexo inativo
~ enzima-substrato-inibidor, ESI, incapaz de sofrer a etapa subseqiiente da reaciio
originando 0s produtos:

ES+1= ESI
A constante do inibidor é dada por:
k= [ES] [1]/ [ESI]

A inibicdo incompetitiva é rara em reagbes de um substrato, mas comum em

reagbes contendo dois ou mais substratos.
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2.2.4. Inibicao Nao-Competitiva

O inibidor liga-se indiferentemente a enzima ou ao complexo enzima-substrato,
interferindo na acdo de ambos. Os inibidores ndo-competitivos ligam-se a um sitio da
enzima diferente do sitio ativo, muitas vezes promovendo deformacdo da mesma, de
modo que ela ndo forme o complexo na velocidade usual e uma vez formado, ndo se
desdobre na velocidade esperada para originar os produtos. Esses efeitos ndo sao
revertidos pelo aumento da concentraciio de substrato, na inibicio ndo-competitiva, a
reacao com o inibidor provoca duas formas inativas, EI e ESI:

E+S= EI
ES+1= ESI

Com duas constantes de inibico: ky = = [EI] [1]/ [EI]
ky ® - [ES] [T]/ [EST]

2.3. Fatores Ambientais de Influéncia

As condigbes do ambiente reacional também afetam profundamente a atividade
catalitica de uma molécula enzimatica. Dentre os fatores ambientais de maior
importdncia pode-se citar: pH, temperatura, teor de agua, solvente e radiagbes.
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2.3.1. pH

As enzimas sdo sensiveis as variagbes hidrogenidnicas do meio, existindo uma
faixa de pH o6timo, na qual tém atividade méxima, sendo esta determinada
experimentalmente para cada condicio de trabalho.

Sendo quase em sua maioria proteinas, mudancas de pH afetam o carater iénico
dos aminogrupos e dos grupos carboxilicos da proteina agindo, portanto, no sitio
catalitico e na conformacdo da enzima. Além dos efeitos puramente idnicos, valores
baixos ou altos de pH podem causar desnaturacdo com conseqiiente inativacdo. Além
disto, muitos substratos tém carater iénico, que também podem ser afetados pelo pH
do meio, e o sitio ativo da enzima pode exigir espécies idnicas determinadas para a
formacdo do complexo enzima/substrato. Provavelmente, estes sio os fatores
determinantes de uma tipica relacdo atividade enzimatica / pH.

O pH étimo de uma enzima ndo € necessariamente idéntico ao pH de seu meio
intracelular normal, isto sugere que esta relacdo pode ser um fator de controle
intracelular da atividade da enzima (Lehninger, 1993; Conn& Stumpf, 1985).

2.3.2. Temperatura

Existe uma faixa de temperatura, as vezes estreita, onde a atividade enzimadtica
é maxima para um determinado conjunto de condigbes experimentais. A variacdo da
- atividade enzimédtica em funcdo da temperatura resulta de dois efeitos antagonicos:
de um lado © aumento da agitagdo das moléculas com a elevacdo da temperatura,
que aumenta o choque entre as moléculas, levando a um aumento na velocidade de
reacdo; de outro, o valor crescente de desnaturacdo térmica da enzima para
temperaujras acima de um valor considerado critico (Stryer, 1994). O efeito
predominante de aumento da velocidade de reagao, de modo geral, ocorre até cerca
de 45°C. A partir dai, um fator oposto, ou seja, a desnaturagdio térmica se tornara
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mais importante, até que, a 55°C, rapida desnaturagio destruira a funcdo catalitica da
molécula enzimética. Entretanto algumas enzimas s3o capazes de manter atividade
‘em temperaturas mais elevadas, como por exemplo, enzimas de varias espécies de
bactérias termofilicas que habitam fontes de agua quente suportando temperaturas
da ordem de 85°C (Lehninger, 1993; Conn & Stumpf, 1985).

2.3.3. Teor de Agua

A molécula de 4gua e os fons oriundos de sua auto-ionizacdo, H* e OH’,
influenciam profundamente a estrutura, a automontagem e as propriedades das
enzimas. Biomoléculas como as enzimas s30 anfipaticas, possuindo regides
superficiais polares e ndo-polares. Em um ambiente aquoso, €ssas duas regides
experimentam tendéncias confiitantes. Os residuos de aminoacidos hidrofébicos
" agregam-se para apresentar a menor darea hidrofobica possivel a8 agua (ficam
confinadas no interior da molécula protéica) e as regiGes polares sdo arranjadas para
maximizar as Interacdes. Assim, alguns autores afirmam que a atividade enzimatica
esta relacionada com a atividade da agua, independentemente do solvente utilizado, e
que a quantidade de dgua necessdria para a catdlise depende das caracteristicas de
cada enzima (Lima & Angnes, 1999).

A maioria das reagBes enzimaticas desenvolve-se em meio aquoso. Entretanto, €
.comum observar que alimentos desidratados sofrem, apesar do baixo teor de &gua,
degradacbes enzimaticas que conduzem ao aparecimento de odor ou de gosto
desagradaveis. Em tais casos, o papel de solvente da enzima, habitualmente
desempenhado pela 4gua € secundério. As lipases que funconam em baixissima
atividade de agua, ilustram este tipo de comportamento (Scriban, 1985).
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2.3.4. Radiacbes

As radiacbes do tipo eletromagnético ou corpuscular podem ter sobre as
enzimas uma agdo desnaturante. As radiacbes podem exercer uma acio direta
provocando rupturas de ligagbes com desaminagdo e descarboxilacio dos residuos de
aminodcidos ou ruptura de ligagdes peptidicas. Podem exercer, também, uma acdo
indireta, modificando as caracteristicas do meio, como a elevaggo da temperatura sob
acao do infravermelho ou microondas e variagfes de pH sob radiagBes ionizantes.

Para se obter inativagdo total das enzimas é necessario aplicar doses elevadas
(80 a 100 kgrey), superiores as doses que permitern obter uma esterilizacgio ou
radapertizacao (4 a 6 Mrad). Essa propriedade permite utilizar radiagbes para
esterilizar preparagbes enzimaticas ou ainda acelerar certas reagdes de polimerizacio
na preparagao de enzimas imobilizadas (Scriban, 1985).
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Capitulo IV

Imobilizacdo Enzimatica

1. Introducao

A grande especificidade de agio das enzimas e as condigdes muito brandas nas
quais elas funcionam, conferem-lhes certas vantagens scbre os catalisadores comuns.
Em vista disto, o uso de preparagdes enzimaticas desenvolveu-se em diversos setores
como nas industrias quimicas, farmacéuticas e alimenticias, para usos terapéuticos,
aplicacdes analiticas, etc. Como reagente analitico, as enzimas tém sido usadas por
muitas décadas, talvez, o primeiro registro, visando a determinacdo de um analito
comum, ocorreu em 1928 na analise de glicose (Price et al., 1995).

O uso de enzimas com propositos analiticos, empregando-as em solugdes
apresenta, de modo geral, algumas desvantagens que limitam sua aplicacdo, como
altos custos para extracdo e purificacdo, instabilidade em solugdes, baixa precisao e
sua n3o recuperacdo. Entretanto, o desenvolvimento de tecnologias para a
imobilizacdo ou insolubilizacio de enzimas, impulsionou o uso deste material bioldgico
como reagente analitico (Lima & Angnes, 1999).

34 em 1916, Nelson e Griffin (Scriban, 1985) demonstraram que a invertase
adsorvida em carvio ativado conservava sua atividade catalitica. Entretanto, uma das
primeiras aplicagdes analiticas tendo uma enzima imobilizada foi realizada somente
em 1951, para a determinaciio de uréia empregando-se urease. A partr dai, as
pesquisas se intensificaram e, em 1962, Clark e Lyons desenvolveram uma nova
geracdo de captadores eletroquimicos, os chamados eletrodos de enzima. Este sensor
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empregou glicose oxidase fisicamente imobilizada em uma membrana de cuprofane
(celulose modificada) integrada a um eletrodo de oxigénio. O principio repousa no
acoplamento de uma reacdo enzimatica tendo a detecclio realizada por um eletrodo
/ especifico, que detecta o aparecimento de um produto da reac3o enzimética ou o
| desaparecimento de um substrato. O eletrodo de glicose desenvolvido permitiu a
dosagem seletiva da glicose por medida polarogréfica da concentrac3o em O,. Mais
tarde, Updike e Hicks em 1967 aperfeicoaram este modelo pela imobllizacio da
glicose oxidase em gelatina. (Scriban, 1985; Fatibello & Capelato, 1992).

A imobilizacdo ou insolubilizacdo de enzimas permitiu popularizar os métodos
enziméticos em quimica analitica, pois a reutilizacio das mesmas em muitas analises
possibilitou baixar 0s custos. Somam-se a isto, inimeras outras vantagens, podendo-
se citar (Lima & Angnes, 1999):

e  Processos quimicos podem ser continuamente operados.
o  Possibilidade do uso de varios transdutores.

e  Melhoria de rendimento por unidade de enzima.

¢  Aumento da reprodutibilidade do procedimento analitico.

A forma imobilizada de uma enzima pode ser apresentada, de acordo com o uso,
em trés formas distintas (Worsfold, 1995):

* Reatores com a enzima imobilizada em fase sélida, para 0 emprego em
sistemas de andlises em fluxo ou em cromatografia liquida.

e Membranas com a enzima imobilizada incorporada em sensores como
eletrodos enzimaticos potenciométricos ou sensores dpticos.

o Filmes com a enzima imobilizada em fase sélida sobre dispositivos para uso
com conjunto de reagentes, principalmente para analises clinicas.
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2. Propriedades

Os efeitos da imobitizacdo sobre a atividade da enzima resultam da interacdo de
diferentes elementos, tais como a modificagdo da estrutura tridimensional da enzima
sob a acdo de imposigbes devidas a fixacdo, modificagdes do microambiente (pH,
interacBes eletrostaticas) e impedimento estérico. Juntos estes fatores representam
um papel determinante na atividade e estabilidade da enzima imobilizada (Scriban,
1985).

A fixacdo em suporte realiza um modelo préximo das condigdes da célula viva,
onde as enzimas encontram-se, freqiientemente, ligadas a membrana ou a organelas
intramoleculares. Deste modo, geralmente, a imobilizagdo promove um aumento do
tempo de sobrevida sobre condigBes desnaturantes. As condicbes de pH e de
temperatura necessarias a reacdo podem provocar a desnaturacao parcial ou total da
molécula enzimatica. Mas, uma vez realizada a imobilizagdo, observa-se, em muitos
casos, que estas resistem melhor as variagdes de pH e temperatura (Scriban, 1985;
Fagain & O'Kennedy, 1991). Entretanto, em alguns casos, pode provocar decréscimo
da atividade em conseqiiéncia da menor fiexibilidade espacial das enzimas (Gorton et
al., 1994).

Em relaciio & temperatura, as enzimas imobilizadas, de modo geral, apresentam
incremento de sua termoestabilidade comparada com sua forma nativa. Este aumento
¢ atribuido & rigidez da molécula protdica quando esta € imobilizada (Fagain &
O’Kennedy, 1991).

Pode ocorrer também uma defasagem do valor de pH dtimo para a atividade
enzimatica. Tal fendmeno poderd ser explicado quando o suporte comportar
numerosos grupos ionizados. Em ailguns casos o pH 6timo da enzima imobilizada € o
mesmd que o da forma nativa, mas o perfil da curva se alargara (Scriban, 1985;
Worsfold, 1995).
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Além do mais, a estabilidade de uma enzima imobilizada depende ndo somente
da enzima em si e do processo de imobilizagdo, mas das caracteristicas do suporte e
- também do tipo de amostra a ser analisada, a qual poderd conter diferentes
substincias ativadoras ou inibidoras (Gorton et al., 1994).

‘3. Caracteristicas dos Suportes

O material empregado como suporte, com ja dito, infiuéncia a eficiéncia da
imobilizacdo e a estabilidade do sensor. Embora ndo haja um suporte universal, pois a
escolha devera envolver um compromisso entre a enzima em particular e o sistema
experimental, sdo requisitos essenciais: ser insolivel em agua, ter capacidade de
ligacdo com a enzima, ser quimicamente inerte € mecanicamente estavel. Os tipos de
suporte podem ser convenientemente classificados em trés categorias (Worsfold,
1995):

« Biopolimeros hidrofilicos originados de polissacarideos naturais, como: agarose,
dextran e celulose.

« Polimeros lipofilicos sintéticos, tais como poliacrilamida, poliestireno e ndilon.

« Materiais inorganicos, como vidro de porosidade controlada e éxido de ferro.

Uma escolha bastante freqliente recai nas esferas de vidro de porosidade
controlada, devido a sua grande area de superficie. As maiores desvantagens s3o a
estreita margem de trabalho em relacdo ao pH e a ndo homogeneidade da superficie
e de sua forma (Marko-Varga & Dominhguez, 1991).
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4. Técnicas de Imobilizagao

A atividade das enzimas estd ligada @ manutencdo da integridade de sua
conformac3o terdaria, em particular ao nivel de seu sitio ativo. Assim, 0S processos
de imobilizacio devem fazer uso de métodos brandos e bem controlados,
respeitando-se a estrutura nativa da proteina. Varios processos de imobilizacdo do
material bioldgico sdo descritos na literatura e, de modo geral, podem ser incluidos
nas seguintes categorias: inclusdo ou oclusdo em matriz, microencapsulagao, fixacao
por adsorcdio, fixacdo por ligagdo covalente e fixagdo por ligagdo covalente cruzada
(Alvarez-Icasa & Bilitewski, 1993; Fatibello Filho & Capelato, 1992; Oliveira Neto &
Yamanaka, 1988). As figuras 4.1 e 4.2 ilustram essas categorias de imobilizagdo.

Enzima Imobilizada

Ocluséo ou Inclusido Ligagcoes
l b ,.
Matriz Microencapsulada Adsorvida Ligacao Covalente
Suporte Enzima

Figura 4.1. Formas de imobilizagio enzimatica. Fonte: Fatibello & Capeiato, 1992.
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Ak
S ©

enzima

Imobilizacao sobre suporte Ligacao covalente
(Adsorc¢ao ou Ligaciao covalente) cruzada

® —
@ S @/ fase aquosa \g @ ;“
S =)
S %%@&ﬂ

Inclusdo em matriz Inclusdo em microcapsula

Figura 4.2. Representacdo esquematica de formas de imobilizagdo de enzimas. Fonte: Scriban, 1985.
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4.1. Imobilizacdo por Oclusdo em Matriz Polimérica

Na técnica de inclusdo ou oclusdo em matriz, as moléculas da enzima ficam
confinadas na rede tridimensional de um polimero insolivel em agua, como agar-
&gar, carragenatos, alcool polivinilico, poliacrilamida, borracha de silicona, amido e
outros.

Nesse método, a enzima € dissolvida e dispersada numa solugdo de um
mondmero e, em seguida, ocorre a polimerizacdo pela acdio de um agente de
reticulacdo com a presenca de um coldide protetor (albumina, agarose ou dextrana).

A estrutura do polimero formada apresenta espagos intersticiais que propiciam a
difusdo de moléculas do substrato e dos produtos da reacdo, porém impedem a saida
das moléculas da enzima. A vantagem encontrada nesta técnica reside no fato de que
a enzima ndo estd ligada diretamente ao suporte e conserva sua integridade
molecular, a enzima ndo sofre nenhuma modificacdo na sua estrutura. Entretanto, é
uma técnica pouco utilizada devido aos fendmenos de difusdo através do gel e
dificuldade de obtenco de polimeros com tamanho de intersticios uniformes.

4.2. Imobilizacio por Microencapsulagiao

A técnica de microencapsulacdo consiste no confinamento da enzima em
microcapsulas, delimitadas por membranas semipermedveis cujos poros podem variar
. de 5 a 300 um, permitindo assim a livre movimentacdo de substratos e produtos da
reacio enzimatica sem possibilitar a saida da enzima.

Nesta técnica, o aprisionamento de um nimero de moiéculas € maior que 0
processo anterior e, também, permite a imobilizacdo simultdnea de varias enzimas
numa ﬂnica etapa. No entanto, exige alta concentragdo enzimatica para a
microencapsulagiio, pode ocorrer restricdo de passagem de alguns substratos pelos
poros da membrana e, ainda, a dificuldade de fixar essas microcapsulas num sensor
tem limitado a aplicagiio deste processo na construcdo de biossensores.
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4.3. Imobilizacao por Adsorcdo

A técnica de adsorcdo de enzimas em suportes sélidos insoliveis é resultado de
forgas de interacdo de baixa energia, como ligacdes de van der Waals, pontes de
hidrogénio e ligagdes ibnicas.

O processo é simples, suave e ndo deletério para a maioria das enzimas, sendo

despreziveis os efeitos difusionais. Por outro lado, possui a grande desvantagem de
* deixar a enzima absorvida extremamente dependente de fatores ligados ao meio
reacional, tais como pH, solventes, substratos e temperatura. Os suportes geralmente
possuem superficie ativa e funcionam como excelentes adsorventes, sendo que os
mais utilizados sdo o grafite, resinas de troca idnica, vidro, carvéo vegetal, silica gel,
alumina, celulose e derivados, amido, bentonita, entre outros.

4.4. Imobilizacao por Ligacdo Covalente

Na fixacdo por ligacdo covalente a enzima € ligada ao suporte inerte por meio de
ligacGes quimicas covalentes, as quais sdo, normalmente, estabelecidas entre os
grupos ndo ativos da enzima (hidroxila, carbonila, amino, fendlico, tiol, imidazdlico)
com 0s grupos reativos do suporte presentes na superficie sélida do suporte.

Como a reacdo quimica de formacdo da ligacdo covalente deve ser o menos
desnaturante possivel para a enzima, é necessaria uma ativacdo prévia dos
grupamentos suscetiveis de entrar em reacdo. Por razoes ligadas a dificuldade de
manter intacta a atividade da enzima, geralmente, escolhe-se ativar o suporte. No
método de ligacdo covalente, a enzima € mantida num ambiente semelhante ao que
ela se encontra na natureza e deste modo possui maior estabilidade frente aos efeitos
de pH, forca idnica, solvente e temperatura.
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4.5. Imobilizacdo por Ligacdo Covalente Cruzada

O método de ligaciio covalente cruzada emprega o uso de reagentes bifuncionais
na imobilizacdio do material biolégico.

O método baseia-se na formaciio de estruturas de massa molecular elevadas
em decorréncia da formacdo de ligagies covalentes cruzadas entre as moléculas de
enzimas e/ou moléculas de suporte inerte com reagentes bifuncionais. Alguns destes
reagentes incluem: glutaraldeido (pentanodioi), &cido bisdiazobenzidina 2-2'-
dissulfonico, 4,4'-difluor-3,3'dinitrodifenilssulfona, tricloro-o-triazina, etc.

O glutaraldeido tem sido mais usado devido a baixa toxicidade e menor custo
quando comparado aos demais. Além disto, as ligacles entre a enzima e glutaraldeido
s3o irreversiveis, conferindo boa estabilidade frente a variacBes de pH, forca ionica,
solvente e temperatura. A reaciio mais provével, envolvendo o glutaraldeido ocorre
entre os grupos aldeidos do reagente com grupos amina livres da enzima, como pode
ser representado na figura 4.3 (Scriban, 1985; Gorton et al., 1994).
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a) Silanizacao

H ' ] -

K CiHsO __ o
-OH + C;HsO Si-(CHz)s-NHz — -0 — Si-(CHz)s-N H; + 3 C:H;OH
-OH Cz2Hs0 ~ ..0/

= vidro -

b) Acoplamento com glutaraldeido

HCO
|
-NH2 + (CHz)s —» N=CH- (CH2);-CHO
1
HCO

c) Adicdo da enzima

N=CH- (CH.);-CHO + NH;- enzima - N=CH- (CH3z);-CH=N- enzima+H:0

Figura 4.3. Provavel mecanismo de ligagio entre o vidro silanizado e a enzima, através do

glutaraldeido. Fonte: Gorton et al., 1994.
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Capitulo V

Biossensores e Reatores Enzimaticos

1. Introducao

Atualmente, uma das principais preocupacdes da Quimica Analitica esta
diretamente ligada a deteccdo rapida e especifica de uma série de substancias
presentes em amostras complexas. Estes problemas estdo associados,
principalmente, a necessidade de controle de reacdes de fermentagao,
diagndsticos e tratamentos de distirbios da saude, monitoramento ambiental,
controle de qualidade de alimentos e medicamentos. Para este fim, os
biossensores e o0s reatores enzimaticos sdo promissores no aprimoramento da
deteccio e da quantificagdo de diversos parametros quimicos e biolégicos. Assim,
a pesquisa em Dbiossensores e reatores enzimdticos tem crescido
significativamente, em virtude de sua potencialidade para a solugdo destes
desafios (Vadgma & Crump, 1992; de la Guardia, 1995). O campo das anadlises
clinicas tem sido muito beneficiado com o desenvolvimento destas ferramentas
analiticas (Alvarez-Icaza & Bilitewski, 1993). O reconhecimento molecular
seletivo do analito é o principal objetivo da tecnologia envolvida na construgdo dos
biossensores e reatores enzimaticos. O reconhecimento molecular pode ser
alcancado. pelo uso de sistemas de afinidade, tais como enzimas/substratos,
anticorpoé/anti'genos e seqiiéncias de acido nucléico/seqliéncias complementares
(figura 5.1). Em alguns casos, sistemas complexos podem ser utilizados, incluindo
horménios, bactérias, microrganismos, células completas, tecidos vegetais e
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animais e organelas. Entretanto, as enzimas tém sido o principal material biolégico
utilizado na produgdo dos biossensores, pois aliam especificidade e sensibilidade a
facilidade de acoplamento a um transdutor (de la Guardia, 1995).

O transdutor é um dispositivo capaz de transformar um tipo de sinal em
butro, convertendo o sinal gerado pelo sensor bioldgico em um sinal éptico ou
elétrico que pode ser amplificado e processado. O transdutor é capaz de converter
uma energia de entrada em outra energia de saida, geralmente diferente, mas |
‘mantendo uma relacdo conhecida entre elas. Diferentes transdutores tém sido
empregados, sendo que os mais usados na construcdo de biossensores sdo 0s
amperométricos, potenciométricos e 6pticos. Outros tipos sdo também utilizados,
porém em menor escala, como piezelétricos e calorimétricos (Scheller et al., 1989;
Fatibello & Capelato,1992; Vadgama & Crump, 1992; de la Guardia, 1995;).

A definicao e diferenciagdo entre biossensores e reatores enzimaticos nem
- sempre é clara. Alguns autores em artigos de revisdo definem como biossensor o
dispositivo que emprega um material bioldgico (enzimas, antigenos, células,
organelas, tecido animal ou vegetal, etc.) imobilizado sobre um transdutor ou em
contato fisico intimo ao transdutor (Scheller et al., 1989; Vadgama & Crump, 1992;
Fatibello & Capelato,1992; Reshetilov, 1996; Sorochinskii & Kurganov, 1997;
Rosatto et al., 2001). No reator enzimatico o material biologico & imobilizado sobre
um suporte adequado e integrado num sistema contendo um transdutor, sendo
particularmente til para andlise em fluxo (Gorton et al., 1994). Entretanto, outros
autores definem biossensor como dispositivos onde o componente bioldgico esta
imobilizado, geraimente, proximo ao transdutor (Alvarez-Icaza & Bilitewski, 1993).
Outro autor (de la Guardia, 1995) dassifica 0s biossensores através de diferentes
critérios. Um destes parametros € a relagdo entre o receptor (material bioldgico) e
o transdutor, onde o material bioldgico pode estar integrado ou conectado a este.
Assim, o reator enzimatico poderia ser designado como um tipo de biossensor.
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Analito

l

Interface Externa

Sistema de Reconhecimento Bioldgico

Afinidade Afinidade + Catélise

Vol Lo

Anticorpo DNA Receptor Enzima Tecido/ célula/organela

Interface interna

Transdutor

v

Resposta Fisico-Quimica

|
NN

H* 1fons Elétrons Luz Massa Calor

!

Amplificacao

Sinal

Figura 5.1. Diagrama esquemético de possiveis mecanismos de reconhecimento de um
biossensor. Fonte: Vadgama & Crump, 1992.
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2. Aplicacoes

Os biossensores s&o uma ferramenta analitica bastante versatili em funcao de
sua capacidade de deteccdo rdpida e especifica de diversos compostos de
interesse em diferentes matrizes. Além disto, os biossensores aliam as vantagens
de especificidade e sensibilidade a outras propriedades atrativas, tais como
simplicidade de preparo, baixo custo, rapidez de analise e possibilidade de
‘miniaturizagio (Wang, 1993).

Na area médica, os biossensores tém sido empregados em dosagens de
diferentes analitos visando avaliacdo de distirbios da satude, acompanhamento de
tratamentos e intoxicagdes. Entre uma série de substincias podem ser citadas
aminoacidos (disturbios metabdlicos), acido oxdlico, uréia e cretinina (diagnastico
€ monitoramento de desordens renais), acido latico (diagnéstico e tratamento de
doengas associadas com sobrecarga muscular, ex: atletas), colesterol (alteragbes
lipidicas), glicose (controle da diabete e outros desequilibrios de glicemia),
pesticidas, medicamentos, etc. (Reshetiiov, 1996; Sorochinskii & Kurganov, 1997,
Sorochinskii & Kurganov,1998; Liang et al., 2000).

A determinacdo das taxas sanguineas de glicose é, sem divida, uma das
principais aplicacdes na area meédica, existindo diferentes tipos de biossensores
comercialmente disponiveis (Alvarez-Icasa & Bilitewski, 1993; Raba & Mottola,
1995). Em recente revisdo, Liang e colaboradores (Liang et al., 2000) apontam
inimeros biossensores que sdo, comumente, empregados em medicina.

Uma aplicacdo especifica de biossensores na andlise dinica é o
monitoramento “in vivo”, com a finalidade de detectar continuamente mudancas
em tempo real de pardmetros indicativos da salde do paciente. Entretanto, este
uso esta limitado pelo fato dos sensores terem de operar em condicdes reversiveis,
para assegurar um longo periodo de uso. Além disto somam-se os problemas de
implantacdo e a bioCompatibiIidade do material a ser empregado, uma vez que
permanecera em contato direto com o paciente (de la Guardia, 1995).
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Na drea da biotecnologia, sobretudo nas indUstrias de alimentos e

farmacéutica, os biosensores tem sido empregados para 0 controle em processos
"de fermentacdio e monitoramento de vérios substratos e produtos de reacOes

bioquimicas. As substéncias mais dosadas através de biossensores sdo lisina,
etanol, acido glutdmico e penicilina. No entanto, controles realizados diretamente
no meio reacional em processos fermentativos tem sido pouco apresentados. Isto
ocorre em funcdo de algumas caracteristicas dos processos que interferem no
déSempenho do biossensor, como as etapas de esterilizagdo do meio que podem
desnaturar 0 componente bioldgico, elevadas temperaturas durante o processo
operacional e, geralmente, a concentragdo do analito que excedem a faixa de
resposta do biossensor (Sheller et al., 1989).

Em estudos ambientais, a preocupacdo crescente com o meio ambiente tem
dirigido pesquisas para o desenvolvimento de biossensores capazes de detectar
compostos poluentes perigosos para o ecossistema. Assim, tém surgido trabalhos
visando o desenvolvimento de biossensores para a detecgdo de diversas
substancias como fendis e seus derivados. Os fenéis e seus derivados, como
clorofendis e compostos aromaticos relacionados sdo conhecidos devido & elevada
toxicidade e por serem compostos comuns em efluentes industriais, oriundos das
atividades da producdo de plasticos, corantes, tintas, antioxidantes, polimeros
sintéticos, resinas, pesticidas, detergentes, desinfetantes, refinaria de Gleo e
principaimente. papel e celulose. Este € um campo de pesquisa bastante amplo a
ser explorado (Reshetilov, 1996; Rosatto et al., 2001).

A grande variedade de reacBes em meios biolégicos distintos, associada a
disponibilidade de varios transdutores, fomece inimeras opgles para ©
desenvolvimento de métodos analiticos. Deste modo, deve-se fazer a escolha
adequada do receptor biologico, do transdutor e estabelecer as melhores
condi¢Bes para o sistema estudado.
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Capitulo VI

Analise por Injecdo em Fluxo (FIA)

1. Introducio

A Andlise Quimica por InjecBo em Fluxo, é a versdo mais usual em
portugués do termo em inglés "Flow Injection Analysis’ de onde deriva a sigla FIA,
internacionalmente conhecida. Esta técnica foi desenvolvida nos anos 70 por
Ruzicka e Hansen (Ruzicka & Hansen, 1975) baseado na injecdo da amostra num
fluxo carregador ndo segmentado por bolhas de ar. A analise por injecao em fluxo
pode ser definida como um processo de automatizacio de procedimentos
analiticos, no qual a amostra em soluciio é introduzida em um fluido carregador
que transporta a mesma em diregdo a um detector. Esta técnica, quando
introduzida, teve grande repercussdio na comunidade cientifica, sendo atualmente
um dos métodos de automatizagdo, baseadas em fluxo, mais empregados em
virtude de sua grande versatilidade de aplicacio (Couto & Montenegro, 2000).
Além disto, caracteristicas importantes do processo FIA sdo:

e O médulo de andlise é um sistema fechado e, uma vez introduzida a aliquota
da amostra no percurso analitico, as reagdes quimicas e a detecgao ocorrem
sem nenhum contato externo;

A andlise quimica em fluxo continuo a vazdo constante faz com que o tempo de
trénsito entre o'injetor e 0 detector seja exatamente o mesmo para padrdes e
amostras, podendo em vista disto, serem feitas as leituras, sem a reacao se
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completar;
o 0 mddulo de andlise é desenvolvido a partir do conhecimento das reacbes
quimicas envolvidas. Investiga-se entdo, a otimizacdo das variaveis afim de se
~que obtenha o melhor desempenho;
e Pode ser implementada com instrumentacdo de baixo custo, utilizacdo de

pouca vidraria e com pequeno consumo de reagentes (Karlbery & Pacey, 1989;
Reis, 1996; Zagatto et al., 1999).

Resumidamente, pode-se dizer que a analise por injecdo em fluxo é uma
técnica de automacdo que, basicamente, combina trés principios basicos: inje¢do
de amostra, dispersdo controlada da amostra injetada e reprodutibilidade no
tempo dos eventos. O volume injetado, a vazdo do carregador e o tempo de
residéncié 530 parametros gue afetam a dispersdo da amostra. A grandeza da
- dispersdo da amostra é muito importante no desenvolvimento de um método FIA
pois, esta se relaciona diretamente com a sensibilidade, com a.freqiiéncia de
amostragem e o0 grau de mistura entre os reagentes (Reis et al., 1989; Reis, 1996;
Zagatto et al., 1999).

O crescente interesse no desenvolvimento e aplicacio da andlise
automatizada nestes (itimos 40 anos pode ser justificado por inumeras razdes, tais
COMo:

« Aumento da performance analitica, particularmente em relagdo a precisdo
dos resultados;

¢ Possibilidade de utilizacdo mais eficiente da capacidade instrumental e uso
mais racional dos reagentes quimicos;

o Substituiciio do operador humano em operacdes perigosas e repetitivas;

e Diminuicio de custos e possibilidade de analise de um grande nimero de

-amostras.

Em Quimica Analitica, a busca da substituicgo, total ou parcial, de operacGes
manuais por dispositivos mecanicos capazes de executa-fas mais rapidamente e de
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forma reprodutivel, de modo geral, ¢ denominada de “automac3c” de um
procedimento analitico. O dispositivo mecénico que substitui o operador na
execucdo das operagOes de uma dosagem é denominado “analisador automatico”.
Entretanto, numa definicdo mais exata, os instrumentos automaticos sdo aqueles
due tém pelo menos uma etapa de realimentacdo, ou seja, tem-se um elemento
de decisdo nao humano. Assim, muitos sistemas de fluxo podem ser melhor
designados como instrumentos mecanizados, onde executam fungdes previamente
* determinadas sem a intervencdo humana, porém ndio podem tomar decistes ou
mudar o curso da analise durante sua execucdo (Calatayud, 1996).

Os sistemas em fluxo podem medir diretamente uma propriedade da
espécie dissolvida na amostra injetada ou exigir reagbes quimicas ou enzimaticas
para a conversdo da espécie quimica de interesse em outra com propriedades mais
favoraveis as determinagdes. Os métodos envolvendo biossensores e reatores
enzimaticos tém sido empregados com esta finalidade. A partir de reagdes
enzimaticas ha a formacdo de “novas espécies”, as quais serio detectadas (Reis,
1996).

Os biossensores, os reatores enzimaticos e os sistemas de fluxo s&o
totalmente compativeis, tendo se verificado desde 1988 um aumento significativo
dos trabalhos envolvendo estes dispositivos em sistemas de anélise em fluxo (de la
Guardia, 1995). Particularmente, tem sido demonstrada a praticidade desta
combinagdo em métodos de rotina em analises clinicas (Murachi & Tabata, 1988).
O uso de enzimas imobilizadas em sistemas de andlise por injecio em fluxo
permite 0 desenvolvimento de analises rapidas em sistemas simples e especificos
com o consumo de quantidades reduzidas de reagentes (Reis, 1996).
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2. Configuracao de Sistemas

A versatilidade do FIA fica evidente pela a ampla gama de possibilidades que
se ‘abrem ao incorporar varios procedimentos analiticos usuais ao processo de
andlise por injecdo em fluxo continuo. Pode-se citar como exemplos destes
procédimentos extracdo por solventes, destilacdo, concentracdo e separa¢do com
resina de troca ionica, uso de membranas para separacao de fase gasosa, etc
(Reis et al., 1989; Karlbery & Pacey, 1989).

O uso de membranas de difusdo gasosa tem sido usado hd varios anos em
sistema de fluxo para aumento de seletividade, uma vez que apenas algumas
espécies s3o suficientemente volateis a temperatura ambiente (Lazaro & Luque de
Castro, 1988). A técnica de difusdo/permeagdo €, freqlentemente, usada para a
separacio e/ou pré-concentracio de uma vasta variedade de substancias
inorganicas (gases, compostos voldteis e gas envolvendo ions como amdnio,
carbonatos, sulfetos, etc.) e substdncias orgénicas volatels (fendis, aldeidos,
cetonas, alcoois, acidos carboxilicos, etc.) advindas de amostras aquosas ou
gasosas (Kuban, 1992).

As membranas podem ser usadas em FIA para transferir certos compostos
de um fluxo doador (amostra) para um fiuxo receptor (detector). O gas absorvido
muda o pH do fluxo receptor, e isto pode ser medido espectrofotometricamente,
via um indicador Acido-base, sendo a variacdo da absorbéncia proporcional a
concentragdo do analito. Métodos condutométricos sdo também empregados,
sendo o principio baseado na mudanca de condutividade de um fluxo receptor pela
absorcdo dos compostos volateis (Kuban & Dasgupta, 1993).

A dialise gasosa tem sido utilizada com éxito em FIA para a analise em
diversos setores, particularmente, na quimica clinica (Kuban, 1992). Baadenhuijsen
e Seuren-Jacobs (Baadenhuijsen e Seuren-Jacobs, 1979) foram os primeiros a
explorar este conceito em FIA, num procedimento para determinacdo de gas
carbonico em plasma, usando membrana para a separagdo do componente
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gasoso.

O sistema FIA emprega os componentes basicos usuais associados a uma
cela de permeacdo gasosa, a qual contém uma membrana semi-permedvel que
deve apresentar boa estabilidade quimica e fisica (Kuban, 1992). Nos sistemas de
fluxo com membranas de difusdao gasosa as variaveis de significancia s3o,
principalmente a vazdo, o tipo de membrana e o procedimento de instalacdo da
mesma (Tryzel & Kariberg, 1995).

0 modo de permeacdo de uma membrana depende de sua morfologia,
podendo ser empregados diversos materiais. Em funcao de sua estrutura pode-se
classifica-las em densas, porosas e assimétricas ou compdsitas (Windmoller, 1991).

Atualmente, a pesquisa de novos polimeros relacionando-se estrutura,
permeabilidade e seletividade tém ampliado o emprego das membranas de
difusdo/permeacdo em diversas areas da analise quimica (Pandey e Chauhan,
2001).
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Capitulo VII

Material e Métodos

1. Material

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e as solugdes
preparadés com agua recém desionizada.

A enzima saficilato hidroxiase (E.C.1.14.13.1) e coenzima B-NADH
(nicotinamida adenina dinuclectideo) foram da marca Sigma®.

As pérolas de vidro (CPG-240 / controlled pore glass) utilizadas para o
preparo do reator enzimatico também foram da marca Sigma® com granulacdo de
80-120 mesh e porosidade de 22,6 nm.

A resina utilizada para o preparo da membrana de silicona foi 0 adesivo de
silicona Silastic® fabricado pela Dow Corning.

As amostras de soro sangiiineo humano foram gentiimente cedidas pelo
Hospital das Clinicas da UNICAMP. Nestas amostras adicionou-se solu¢do-padrao
de salicilato de modo a obter as concentracdes desejadas. Foram cedidas, também
pelo Hospital das Clinicas da UNICAMP, algumas amostras ja contendo salicilato
para a quantificacdo, as quais foram utilizadas para comparacdo com o método de
referéncia (Trinder, 1954).

As amostras de medicamentos foram adquiridas no comércio farmacéutico
local.
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1.1. Preparo de Solugoes
a) Solugdes-Padrdo de Salicilato

As solugBes-padréo de salicilato de sddio foram feitas em tamp&o fosfato
0,1 mol L* / pH 7,6 (preparo do tampdo fosfato de sodio / fosfato de potassio
apresentado no item g - p.67), a partir de solucdo estoque de salicilato de
" concentragdo de 0,01 mol L™ e armazenadas a 4°C por até seis meses. A soluciio
estoque de salicilato de sddio foi feita pela dissolucio de 0,1601 g de salicilato de
sddio em 100 mL do tamp&o escolhido.

b) Solugéo de Coenzima (NADH)

As solugbes de coenzima foram preparadas diariamente com o mesmo
tampdo. Empregaram-se solucdes nas proporcoes de 1 mol de salicilato para 1 moi
de coenzima, 1 mol de salicilato para 2 moles de coenzima, 1 mol de salicilato para
3 moles de coenzima e 1 mol de salicilato para 4 moles de coenzima.

¢) Solugdo Acida 4-aminofenol

0O reagénte foi preparado pela dissolugdo de 100 mg do reagente 4-
aminofenol (4- amino-1-hidroxibenzeno) em agua desionizada e completado para
‘um 1 litro com uma soluggo 0,1 mol L™ de &cido cloridrico. Este reagente é estavel
por um ano quando estocado a 4°C em frasco escuro (Chubb et al., 1986).

d) Soligéo de Fe III

A solugdo de Fe III foi preparada por de dissolucdo, sob aquecimento, de 40
g de doreto mercirico em 850 mL de agua desionizada. ApGs resfriamento,
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adicionaram-se 40 g de nitrato fémrico hidratado [Fe(NOs). 9(H20)] dissolvido em
120 mL. de solucdo de acido cloridrico 1,0 mol L e completou-se o volume para 1
litro com agua desionizada (7rinder, 1954).

€) Solucdo de Felll sem adicdo de cloreto mercurico

A solucao de Fe III foi feita pela dissolugdo de 10 g nitrato férrico hidratado
[Fe(NO3). 9(Hz0)] em solucio 0,1 mo! L™ de 4cido nitrico até completar o volume
de 1 litro (Keller, 1947).

1) Solugdo de Purpura de Bromocresol (BCP)

A solucdo deste indicador foi feita pela dissolucdo de 0,27 g de purpura de
bromocresol (dibromo-o-cresolsulftaleina) em 20,0 mL de etanol, completando-se
o volume para 500 mL com agua desionizada deaerada. A partir desta solucdo
estoque (1,0x10°mol L*) foi feita uma diluicio para o preparo da soluciio de
trabalho (2,5x10°mol L'™). O pH foi ajustado para 7,0 com adicio de solugio de
NaOH (2,0x10mol L), gota a gota. A seguir, borbulhou-se argdnio por cerca de
30 minutos. Para se evitar absorcdo de gas carbOnico do ar, esta solucdo foi
arrolhada e vedada, sendo que, para a sucgao e respiro de mesma, foi adaptado
em sua rolha um tubo de polietileno conectado com o sistema e outro tubo
contendo pastilhas de CaClo/ NaOH/CaCl,, como mostra a figura 7.1, de modo que
o0 ar ingressante estivesse livre do gas carbonico.
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Figura 7.1. Recipiente para armazenamento da solu¢do de indicador.

g) Solugdo Tampao Fosfato

Preparou-se uma solucio de tampdo fosfato 0,1 mol L? / pH 7,6
empregando-se solucio de fosfato de potdssio monobdsico (KH:P04) 0,1 mol L e
solucio de fosfato de sidio dibasico (Na;HPO4) 0,1 mol L. A solugiio de fosfato
de potassio monobasico foi feita empregando-se 11,88 g do sal seco, a 110-115 °C
por 1 h, e dissolvendo-se em agua desionizada, previamente fervida e resfriada até
completar o volume de 1 litro. A solucio de fosfato de sédio dibasico foi preparada
dissolvendo-se 2,27 g do sal em dgua deionizada, previamente fervida e resfriada,
até completar o volume de 250 mL. Adicionou-se, entdo, 150 mL da solucdo de
fosfato de potdssio em baldo volumétrico de 1000mL e completou-se o volume
- com a solucdo de fosfato de sodio. Mediu-se 0 pH e, se necessario fez-se o ajuste
com solucado de hidréxido de sddio 0,1 % (m/v), gota a gota.

h) Solugéo de Glutaraldeido
As solugbes de glutaraldeido (pentanodiol) de 2,5 % e 12,5 % (v/v) foram
obtidas a partir de solugio de glutaraldeido 25% (v/v) diluidas em tampao fosfato

(0,1 mol L?; pH 7,0).
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1.2. Preparo de Amostras
a) Amostras de Soro

As amostras de soro empregadas para a dosagem de salicilato, através da
formacao de gas carbdnico, sofreram um tratamento para a retirada do &cido
carbdnico presente. Os fluidos intra e extra celulares dos organismos vivos contém
pares acido-bases conjugados que agem como tampdes. O principal tampdo
extracelular no sangue dos vertebrados é o sistema tamp&o bicarbonato (H.COs /
HCO3). A presenca destes compostos gera interferéncia e, portanto, devem ser
eliminados. Isto foi feito pela adigdo, para cada mL de soro, de 0,5 mL de solucdo
acido sulfirico (0,1 mol L), seguindo-se a neutralizaciio com 0,5 mL de tamp3o
fosfato (0,1 mol L ; pH 7,6). Posteriormente, fez-se a dopagem com os padrbes
de salicilato.

Na determinagio de salicilato por complexacio com 4-aminofenol, as
amostras de soro empregadas para estabelecimento de condigGes ideais para o
sistema e testes de recuperacdo ndo sofreram qualquer pré-tratamento, apenas a
dopagem com solugdes padrdo de salicilato. Nas amostras recebidas, contendo
salicilato, n3o se realizou qualquer pré-tratamento.

b) Amostras de Medicamentos contendo Acido Acetilsalicilico

Para a andlise dos medicamentos & necessaria a hidrdlise do acido
acetilsalicllico para é&cido salicllico. Esta hidrdlise foi feita de acordo com a
Farmacopéia Brasileira (Farmacopéia Brasileira, 1988). Pesou-se cerca de 1,5 g de
‘cada amostra de medicamento, pesados com exatidio de + 0,2 mg, €
adicionaram-se 50,0 mL de solucio 0,500 mol L de NaOH, previamente
padronizada. Aqueceu-se a mistura, brandamente, por aproximadamente 10 min.
As amostras destihadas a dosagem enzimatica foram, depois de resfriadas,
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neutralizadas com acido sulfdrico 0,5 mol L™ para um pH préximo de 7,6. A seguir,
o volume foi completado em balbes volumétricos, com soluges de tampéao fosfato,
ajustando-se a concentragao de salicilato a faixa adequada.

1.3. Aparelhos e Acessérios

) Bomba peristaltica (Ismatec MP 13G)4)

° Registrador (Cole Paimer)

. EspectrofotOmetro (Carl Zeiss, Modelo PM2D)

. Banho Termostatico (RC6 Lauda)

o Valvula introdutora de amostra (Tubino & Barros, 1991)

. Cela de permeac¢ado gasosa {van der Linden, 1983)

. - Tubos de Tygon® (1,65 mm de didmetro interno —~ Ismatec Two-Stop /
Blue-Blue)

. Tubos de polietileno (1,0 mm de didmetro interno)

. Tubos de nailon (2,0 mm de diametro interno)

2. Métodos

A dosagem de salicilato envolveu a enzima salicilato hidroxilase imobilizada
integrada em sistema de injecdo em fluxo. A reacdo enzimatica exige a presenca
de coenzima (NADH) e oxigénio para converter salicilato em catecol, produzindo
gas carbOnico, dgua e coenzima oxidada. A determinacdo do salicilato foi feita por
dois- métodos espectrofotométricos. Em um dos métodos fez-se 0 monitoramento
de um complexo formado a partir de catecol gerado na reacdo enzimatica e, no
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outro método, mediu-se a mudanca de coloracdo de um indicador acido-base pela
formagao de gas carbdnico, também gerado pela reagdo enzimatica.

2.1. Métodos de Imobilizacdo Enzimética

Foram feitos diversos estudos para obtengio do reator enzimatico
empregando-se diversos materiais, tais como tubo de vidro com a superficie
ativada por acido fosfdrico, resina de troca ibnica (amberlite), casca de salgueiro
em pd (Salix albd), pérolas de vidro de porosidade controlada e tubos de nailon.
Os de melhores resultados foram obtidos pelo o método que empregou tubo de
nailon como suporte da enzima e pelos que empregaram pérolas de vidro com a
silanizagdo desenvolvida em meio organico e meio aquoso. Assim serdo estes os
métodos apresentados a seguir.

2.1.1. Imobilizacdo em Esferas de Vidro em Meio Aquoso

A imobilizagdo foi feita baseada no método apresentado por Leon-Gonzales
e Townshend (Leon-Gonzales & Townshend, 1990).

A primeira etapa consistiu na limpeza das esferas de vidro. Cerca de 0,2 g
deste material foi fervido em solucdo de acido nitrico a 5 % (v/v), por 30 min, sob
agitacdo constante. Filtrou-se em funil de vidro de placa porosa, com auxilio de
- trompa de vacuo, e lavou-se com agua desionizada. A seguir secou-se em estufa a
95 °C por aproximadamente 2 h.

Seguiu-se a etapa relativa a silanizacdo. Empregou-se 1,0 mL de
aminopropil-trietoxi-silano diluido em 9,0 mL de agua deionizada. Ajustou-se o pH
para 3,5 com é&cido cloridrico 0,5 mol L, gota a gota. Foram adicionadas as
esferas de vidro secas e agueceu-se a mistura até 75 °C, em banho-maria, por 2 h
e 30 min, com agitacdo a cada 15 min, de forma a facilitar a interagdo da soluggo
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com as esferas de vidro. Apds o aquecimento as esferas foram filtradas, lavadas e
secas por 10-12 h em temperatura ambiente.

Posteriormente, adicionou-se ao vidro aminoaiquilado 20,0 mL de uma
solugdo de glutaraldeido 2,5 % (v/v). A reagBo seguiu por cerca de 1 h em
temperatura ambiente. As esferas de vidro ativadas foram filtradas e lavadas com
agua. desionizada. O desenvolvimento de cor caracteristica (salm&o claro) era
indicativo do sucesso das etapas até entdo envolvidas.

Por fim, adicionou-se a enzima sobre as esferas de vidro ativadas. Pesou-se
a enzima saliciato hidroxifase de modo a obter 10 unidades de enzima,
dissolvendo-a em 3,0 mL de tampZo fosfato resfriado a 4 °C (0,imol L'!; pH=7,6).
Esta solucdo contendo a enzima foi adicionada sobre as esferas de vidro ativadas
deixando em contato por cerca de 12 h a 4 °C. As esferas de vidro com a enzima
imobilizada foram, entdo, lavadas com tampao fosfato resfriado (4 °C) e depois
‘com agua fria (4 °C) para remocio de enzima ndo ligada. Com este material assim
preparado, foram feitos os reatores enzimaticos descritos no item 2.1.4. {p.73).

2.1.2. Imobilizagﬁd em Esferas de Vidro em Solvente Organico

A imobilizacdo em meio organico, baseou-se na técnica apresentada por
Zaitsev e colaboradores (Zaitsev et al.,, 1991), entretanto, foram feitas diversas
alteracbes. Apls a limpeza das esferas de vidro em acido nitrico, fez-se a
silanizacdo utilizando xileno. 1,0 mL de aminopropil-trieoxi-silano diluido em 19,0
mL de xileno foi misturado com as esferas de vidro lavadas e secas. A mistura foi
aquecida por 3 horas a 100 °C, sob refluxo. Em seqiiéncia, lavou-se as esferas de
vidro com xileno, etanol e dgua deionizada, nesta ordem, empregando funil de
vidro sinterizado com auxilio de trompa de vacuo. Secou-se em temperatura
ambiente por 10-12 h.
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 Fezse a adicdo de solucio de glutaraldeido 2,5 % (v/v), as esferas de
vidro, deixando em contato por cerca de 1 h. A seguir, fez-se adigdo da enzima e a
obtencado do reator de modo similar ao do processo em meio aquoso.

2.1.3. Imobilizacdo em Tubos de Nailon

A imobilizacdo em nailon baseou-se no método apresentado por Mascini e
colaboradores (Mascini et al., 1983), com diversas modificagbes no procedimento.
Neste trabalho empregou-se o polimero nailon na forma tubular, uma vez que o
reator foi idealizado para ser usado em sistema de injecdo em fiuxo e, deste modo,
poderia ser acoplado diretamente ao sistema.

O néilon, para poder ser utilizado como suporte no processo de iinobilizag’éo
tubular, deve passar por modificagGes quimicas e, assim, permitir a ativagdo dos
grupamentos aptos a realizar as reagbes de acoplamento com a molécula
enzimatica. A primeira etapa foi relativa a quebra de ligagbes por ataque acido.
Passou-se através do tubo, acido férmico e a seguir metanol anidro durante 1a 2 s
cada reagente empregando-se para isto, uma seringa de vidro adaptada ao tubo
de nailon. Os grupos carboxilicos, assim liberados, reagiram, numa segunda etapa,
com uma solucdo de lisina (0,5 mo! L'}; pH 9,0) por 2 h. Lavou-se com soluggo de
NaCl (0,1 mol L™) e a seguir adicionou-se solucio de glutaraldeido 12,5 % (v/v). A
ultima fase foi relativa a adicdo propriamente dita da enzima. Pesou-se a enzima
- de modo a obter pelo menos 10 unidades, dissoiveu-se em tampdo fosfato (0,1
mol L'1;. pH 7,6) e deixou-se em contato por cerca de 10-12 h a 4 °C.
" Posteriormente, fez-se lavagem com tampdo e agua desionizada de modo a
eliminar a enzima n3do ligada.
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2.1.4. Construgé‘io da Coluna Enzimatica

A coluna enzimatica foi obtida pelo empacotamento das esferas de vidro
sobre as quais a enzima foi imobilizada. Empregou-se para o empacotamento
tubos de “Tygon®” (10,0 mm de didmetro externo x 3,0 mm didmetro interno) e
comprimento de até 3,0 cm. A figura 7.2 ilustra o reator enzimatico obtido, que foi
integrado ao sistema de fluxo. A estocagem foi feita em geladeira (4 C°) em
tamp3o fosfato (0,1 mol L':; pH 7,6) para preservacio da atividade da enzima.

O tubo de néilon, apds sofrer a imobilizacdo enzimatica nas suas paredes
internas, era acoplado ao sistema FIA, sendo a estocagem realizada nas mesmas
condicOes citadas acima.

Figura 7.2. Diagrama esquemético do reator enzimatico empregando enzima imobilizada em
pérolas de vidro. 1-tubo de “Tygon®”; 2-1d de vidro; 3-pérolas de vidro com a enzima
imobilizada.
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2.2. Método para a Determinacdo de Salicilato via Detecgdo de
Catecol e Sistema FIA

A determinagdo de salicilato foi realizada pela deteccdo espectrofotométrica
da espécie colorida, formada entre o catecol gerado na reacdo enzimatica e o
reagente 4-aminofenol em meio basico, a 565 nm. Esta reagdo descrita por Chubb
e colaboradores (Chubb et al.,, 1986) foi adaptada para sistema de injecdo em
fiuxo.

O sistema de injegio em fluxo empregado utilizou bomba peristaltica, tubos
de “Tygbn®”, tubos de polietileno, espectrofotdmetro e registrador
potenciométrico. A valvula introdutora de amostra, construida em laboratério, foi
descrita previamente por Tubino e Barros (Tubino & Barros, 1991).

A amostra contendo salicilato e coenzima é injetada e transportada pelo
tampé&o fosfato (0,1 mol L'Y; pH 7,6) ao reator enzimético. O catecol gerado pela
reacdo enzimatica € posteriormente misturado a uma solug'éo' acida de 4-
aminofenol 0,1 % (m/v). A seguir tem-se outra mistura com uma solucao de
hidroxido de sddio 1 % (m/v). Ocorre o desenvolvimento de uma espécie colorida
com maxima absorcdo em 565 nm, que é proporcional a concentracdo de salicilato
presente na amostra. Um diagrama esquematico para a determinagao
espectrofotométrica de salicilato é representado na figura 7.3.

2.3. Método para a Determinacao de Salicilato via Deteccao de
Gas Carbonico e Sistema FIA

Nesta forma de dosagem de salicilato fez-se uso do gas carbdnico formado
na reacao enzimatica para relaciona-lo com a concentracdo de salicilato.

Neste método empregou-se um sistema FIA composto de bomba
peristéltica,' tubos de “Tygon®”, tubos de polietileno, espectrofotdmetro, valvula
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introdutora de amostra, cela de permeacdo e registrador potenciométrico. Na
célula de difusdo ou permeagdo gasosa anteriormente descrita (van der Linden,
1983) empregou-se membrana de permeagdo de silicona. A figura 7.4 representa
o sistema proposto.

A amostra contendo salicilato e coenzima é injetada e transportada pelo
tampé&o fosfato (0,1 mol L'}; pH 7,6). Ao chegar ao reator enzimatico hé formaciio
de gas carbbnico. Devido, porém, ao pH de 7,6, este se apresenta principalmente
~ sob a forma de HCO's. Esta solucado, entdo, € misturada com uma solucéo de acido
sulfrico (1,0 mol L") para que ocorra a liberacio do CO,. Em seguida, a solugio
resultante passa por uma cela de permeacdao ou difusdo gasosa, contendo
membrana de silicona, onde ocorre a permeacdo de CO; para uma outra soluggo
contendo indicador acido-base (pUrpura de bromocresol) fluindo em direcdo ao
detector. O pH da solucdo deste indicador é ajustado para 7,0 de modo que o CO;
dissolvido provoca o abaixamento do pH alterando a cor da solucdo. A variagao da
absorbancia é medida espectrofotometricamente a 580 nm. Este indicador
apresenta uma coloracdo pUrpura em pH maior que 7,0 e amarela em meio acido.
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A; l R

:

Figura 7.3. Diagrama esquemdtico do sistema FIA proposto para a dosagem espectrofotométrica

~ via deteccdo de catecol. A, - solugdo de NaOH 1,0% (m/v); A, - solugdo acida de 4-aminofenol

0,1% (my/v); As- tampdo fosfato (0,1 mol L ; pH 7,6); V- vélvula introdutora de amostra; D-
descarte; R- reator enzimdtico; I- alca de amostragem; S- amostra; B- bomba peristaltica; RE-
registrador; E- espectrofotdmetro; RE-bobina de mistura.
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) R |

Figura 7.4. Diagrama esquematico do sistema FIA proposto para a dosagem espectrofotométrica
via deteccdo de CO.. A, - tampdo fosfato (0,1mol L'Y; pH 7,6); A, - solucdo de acido suifirico 1,0
mol L'%; As- solugdo de BCP 2,5 x 10° mol L?; V- alca de amostragem; D- descarte; R- reator
enzimatico; I- alca introdutora de amostra; S- amostra; B- bomba peristaitica; RE- registrador; M-
cela de difus3o ou permeacao gasosa; E- espectrofotdmetro; RE- bobina de mistura.
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2.4. Método Padrao

Como método padrao foi utilizado o de Trinder (Trinder, 1954). Seu
principio é baseado na complexacdo de ions de ferro III com o acido salicilico
formando-se um complexo de cor purpura, conforme citado anteriormente, com
maxima absorcdo a 540 nm. O reagente de Trinder além de cloreto férrico
emprega cloreto de mercirio II. A funcdo deste € promover a precipitacdo de
protel'nas, sendo necessdria centrifugacdo para a remogdo das mesmas e posterior
leitura. Utilizou-se, também, solugdo de ions de ferro III sem adigdo do cloreto de
mercurio (II) (Keller, 1947). Compararam-se as duas formas de dosagem,
optando-se pelo reativo sem cloreto de mercurio pela facilidade de manipulacdo e
por nao apresentar diferencas significativas na dosagem do salicilato. Entretanto,
como a substancia ativa dos reagentes € a mesma denomina-se, normalmente,
reacao ou principio de Trinder.

Resumidamente, os procedimentos envolvem a adicdo de 0,2 mL de
amostra, 0,8 mL de agua destilada e 1,0 mL de solucdo de ions ferro III em cela
espectrofotométrica. Misturam-se 0s reagentes e esperam-se 5 minutos para
posterior leitura da absorbancia a 540 nm.

2.5. Método Titulométrico para Determinacio de Acido
Acetilsalicilico

0 método empregado para dosagem de medicamentos contendo acido
acetilsalicilico foi o da Farmacopéia Brasileira (Farmacopéia Brasileira, 1988). A
primeira etapa consiste na hidrolise do acido acetilsalicilico presente nas amostras
de medicamentos com solucdo de hidréxido de sddio 0,500 mol L™ previamente
padronizada (preparo de amostras item 1.2 b — p.68). Feito isto, transfere-se a
solucdo resultahte para um erlenmeyer, espera-se resfriar e juntam-se duas gotas
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de solucdo de fenoftaleina 1 % (m/v). Esta solucdo é titulada contra uma solucdo
de dcido sulfirico 1,00 mol L (padronizado). Assim titula-se a solucdo de
hidroxido de sddio padronizada que n&o reagiu com acido salicllico ficando em
excesso.

2.6. Método de Preparacdo da Membrana de Silicona

As membranas de silicona foram preparadas de acordo com o método
desenvolvido por Windméller (Windméller, 1991).

Dissolve-se adesivo de silicona Silastic® fabricado pela Dow Corning em
tolueno, numa proporcdo em massa de 1,0 : 1,4. Faz-se uma agitacio mecénica
para sua homogeneizagao seguida de centrifugacdo para remoc&o de bolhas de ar.
Posteriormente, coloca-se a mesma em uma placa de vidro recoberta com um
filme plastico (PVC, polietileno ou "Teflon®"). Utiliza-se um fio de niquel-cromo de
0,4 mm como limitante de espessura e puxa-se a silicona que foi colocada na placa
de vidro com o auxilio de um bastdo de vidro, formando um filme. Apds um
periodo de 24 horas, retira-se o filme formado, guardando-o entre duas folhas de
papel. A membrana formada é, entdo, cortada no tamanho adequado e presa na

cela de permeacdo. A espessura final da membrana preparada neste trabalho é de
100 pm.
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Capitulo VIII

Resultados e Discussio

1; Introducao

Neste trabalho, os métodos utilizados para a dosagem de salicilato, foram
baseados na reagao do mesmo com a enzima saliciato hidroxilase imobilizada,
com formacf,éo de catecol e gas carbbnico, os quais foram monitorados, como ja
apresentado anteriormente.

Empregando-se o sistema, onde foi feita a determinacdo espectrofotométrica
da espécie formada, apds reacdo com catecol, escolheu-se o reator enzimatico
mais adequado e foram realizados ensaios visando estabelecer as condicdes
adequadas para seu melhor desempenho, tais como temperatura, pH, relacdo
entre coenzima e. substrato e vazado. Avaliou-se também o tempo de vida ttil do
reator enzimatico. Estas condigbes foram mantidas para os dois métodos
empregados. Apos estabelecidas estas varidveis, foram feitas analises em amostras
de soro sangiiineo humano cujos resultados foram comparados com o método
padrdo (Trinder, 1954). Foram feitas também analises em medicamentos contendo
acido acetilsalicillico e comparadas com a técnica titulométrica (Farmacopéia
Brasileira, 1988).

Por fim, dosou-se salicilato em soro sangilineo empregando-se o sistema
enzimatico. espectrofotométrico; pelo do monitoramento da alteracdo da
absorbancia em fun¢do do gas carbdnico gerado na reaciio enzimatica entre a
enzima e o '_saliciiato. Isto foi realizado apds, evidentemente, estabelecidas as
methores condigbes.
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2. Imobilizacdes Enzimatica

Uma imobilizacdo eficiente da enzima, sobre o suporte insoltvel com
manutencdo de sua integridade e estabilidade, é fundamental para o perfeito
desenrolar do processo biotecnoldgico envolvido no método analitico empregado
(Fagain & O’Kennedy, 1991). O sucesso da imobilizagdio enzimatica depende,
principaimente, das caracteristicas da enzima e do suporte, do processo de
imobilizacdo e da amostra, como ja citado. Assim, em funcdo da variabilidade
destes fatores, pode-se afirmar que ndo existe um método geral de imobilizacdo e
nem um suporte universal. Geralmente, as condicbes de imobiliza¢do, para cada
enzima, sO poderdo ser estabelecidas empiricamente (Gorton et al., 1994). No
entanto, a imobilizacgdo de enzimas por de ligaghes covalentes, utilizando-se
agentes silanizantes €, atualmente, uma das técnicas mais empregadas na ligacdo
entre o componente bioldgico e diversos tipos de materiais inorganicos. A principal
vantagem que esta forma de imobilizagiio oferece é a reducio da lixiviagio do
reagente para a solucdo, tendo como conseqiiéncia maior durabilidade do sensor
(Weetall, 1993).

2.1. Imobilizacdo em Esferas de Vidro em Meio Aquoso

Este processo de imobilizacdo ndo permitiu uma analise dentro dos valores
desejados, ou seja, dentro da faixa terapéutica do salicilato (1,1x107 a 2,2x10
mol L)), uma vez que a variacio da absorbancia obtida era muito pequena.
Entretanto, verificou-se o efeito do tempo de contato entre a enzima e amostra
(salicilato mais NADH) e o efeito da variacdo de temperatura, para averiguar se
estes fatores poderiam influenciar de modo relevante a sensibilidade do método.

A amostra era injetada e transportada pelo tamp@o até o reator enzimatico e
neste pontb era cessada a vazio (“stopped-flow”), deixando-se em contato por até
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dez minutos. Verificou-se que sinais maiores eram obtidos, com a mesma
concentracdo dos reagentes, tendo sido o valor maximo entre cinco e seis minutos
de residéncia. Em trabalhos onde a enzima salficilato hidroxilase é empregada na
forma ndo imobilizada, para a determinagdo de salicilato, verificaram-se tempos de
contato varidveis, estabelecidos para a reacdo se completar com posterior medida
da variacdo da absorbéncia resultante do consumo de NADH, o qual é monitorado
a 340 nm. Estes tempos variam entre dois (You & Bittikofer, 1984), cinco
(Longenecker et al., 1984), e dez minutos (Bouvrette & Luong, 1996). Entretanto,
nestes sistemas o tempo de analise empregando-se “stopped-flow” seria mais
longo com diminuigdio da freqiiéncia de amostragem.

Avaliou-se, também, o efeito da temperatura na magnitude do sinal analitico,
ou seja, verificou-se quanto de aumento de sensibilidade poderia ser obtido
atingindo-se a temperatura de maior eficiéncia da enzima imobilizada. A faixa de
temperatura estudada variou entre 20 e 40 °C, com os melhores sinais na faixa de
30 a 35 °C, havendo uma queda na magnitude do sinal com 0 aumento de
temperatura por volta de 40 °C. O acréscimo da atividade, em decorréncia do
aumento da temperatura, é propriedade comum a todas reagbes bioquimicas e
sendo 30 °C a temperatura de maior atividade da enzima saliciato hidroxilase
livre, este comportamento era esperado. A partir de certa temperatura pode
ocorrer a desnaturacdo protéica, com modificacdo das estruturas terciaria e
quaternaria da proteina globular, fazendo com que a enzima passe de uma
conformacao ativa a uma conformacdo desprovida de atividade. Isto explicaria a
queda da atividade ao redor de 40 °C.

De qualquer modo, a aplicacdo destas condigdes ndo promoveu um aumento
da absorbancia, e conseqiiente aumento de sinal correspondente, suficiente para a
melhoria da eficiéncia analitica. Assim, 0 reator obtido por esta técnica ndo foi
emprega'do para analises subseqiientes.
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2.2. Imobilizacdo em Tubos de Nailon

A utilizacdo de tubos de nailon como suporte para a imobilizacio de enzimas
.. apresenta diversas vantagens, como a disponibilidade, custo reduzido e alta
resisténcia como suporte. Os reatores enzimaticos tendo como suporte tubos de
| ndilon tem sido aplicados em sistemas de fluxo para a dosagem de diversos
analitos, tais como uréia, acido drico, glicose, creatinina, creatina, piruvato,
lactato, triglicérides e colesterol (Sundaram, 1988).

A primeira etapa para o processo de imobilizacdo empregado consistiu na
liberagdo dos grupos reativos do polimero por ataque acido. A hidrdlise acida
promove, assim, a liberacgdo das carboxilas e amino grupos (figura 8.1.).
Posteriormente, tem-se a adigao de uma solucdo de lisina em pH 9,0. A lisina é um
aminoacido que em pH abaixo do pK. de seu segundo aminogrupo (pK = 10,5)
estara mais do que 50 % na forma carregada positivamente (Conn & Stumpf,
1985). Deste modo, a lisina se ligara ao grupamento carboxila, permitindo que os
amino grupos fiquem livres para subseqliente ativacio com glutaraldeido.
Posteriormente tem-se a adicdo da enzima.

Entretanto, devido a dificuldade encontrada na primeira parte do processo,
ou seja, na etapa relativa a liberacdo dos grupamentos, esta técnica ndo foi
utilizada. A velocidade de ataque do acido ao nailon era muito rapida (10-20
segundos), ndo permitindo reprodutibilidade na confecgdo dos reatores.

—— NAILON — " NAILON
, > I . |
— G — NH— c H4N
Il I
0 | 0

Figura 8.1. 'Esquerna da reac¢do do ataque acido ao nailon. Fonte: Wingard et al., 1980
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2.3. Imobilizacido em Esferas de Vidro usando Solvente
Organico

+ Uma outra tentativa de imobilizagdo enzimética foi realizada empregando-se
esferas de vidro como suporte, entretanto, com a etapa de silanizacdo
desenvolvida em solvente orgéanico.
~ Asilanizagdio é considerada parte crucial do processo de ligacio da enzima ao
suporte, sendo fundamental, ndo somente para a imobilizacio em si, mas também
para a reprodutibilidade do processo (Gorton et al., 1994).

A imobilizacdo covalente através da silanizacio emprega os agentes
silanizantes, os quais possuem moléculas caracterizadas por possuir dois diferentes
centros reativos, um deles silico-funcional e o outro orgénico funcional, ou seja,
com afinidade pelo vidro e por molécula organica, respectivamente. O agente
silanizante usado nas técnicas de imobilizacio empregadas neste trabalho foi o
amino-propil-trietoxilano (amino-silano) em virtude de permitir uma eficiente
ligacdo entre os reagentes. O amino-silano quando empregado para ativar a
superficie de vidro, em condigdes anidras reage com os grupos hidroxila da
superficie do vidro com uma estequiometria de 1:1 ou 1:2, produzindo neste
dltimo caso uma monocamada. Além disto, os silanos ndo somente se acoplam as
hidroxilas do suporte, com também se ligam entre si, formando um polimero na
superficie. Isto, talvez, possa explicar a maior eficiéncia do sensor obtido
empregando-se solvente organico. A silanizacido em meio orgénico, quando
comparada a realizada em meio aquoso, embora forme uma camada menos
uniforme, apresenta uma capacidade de cobertura maior (Weetall, 1993).

A primeira etapa no processo, ou seja, a etapa de limpeza das esferas de
vidro, também deve ser feita de forma criteriosa. E necessario que a superficie do
vidro ﬁqﬁe livre de gorduras, sujeiras, etc., e assim, os grupos silandis (Si-OH)
presentes na superficie do vidro possam reagir com o agente silanizante de modo
uniforme. Os grupos silandis capazes de reagir como o agente silanizante sdo os
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que se encontram na forma geminal ou isolada, como representado na figura 8.2
(Cass & Ligher, 1998).

Posteriormente, tem-se a adicdo de glutaraldeido que permite a ligacio entre
O vidro ativado e a enzima. O glutaraldeido forma uma ponte entre os
grupamentos aminados do suporte ativado e da enzima, o que permite separar o
biocatalisador de seu suporte sdlido, melhorando a acessibilidade do substrato ao
sitio ativo da enzima (Scriban, 1985). A adicdo do glutaraldeido ao suporte ativado
promove uma alteragdo de cor nas esferas de vidro. Estas adquirem uma
tonalidade salmé@o claro, o que é indicativo do sucesso das ligacBes. A etapa final é
a adicao da enzima.

O reator, assim obtido, foi escolhido para ser utilizado nas andlises de
salicilato. A seguir, foram determinadas as condicGes ideais para seu melhor
uma reagdo enzimatica. As enzimas possuem estruturas espaciais definidas, e
variagbes de pH ou temperatura podem alterar seus sitios ativos com deformac3do
da molécula e perda de atividade.

/H O/H\\O/H

- ] B
LINAA AU ARV A

Silang! isolado Silanol vicinal
H

N N
W ATTATTTURIR

Sitanol geminal Siloxano

H
o

Figura 8.2, Diferentes tipos de grupos silandis encontrados nas superficies de vidro. Fonte:
Cass & Liegler, 1998).
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2.3.1. Temperatura

As reacOes enzimaticas se processam a valores estreitos de pH e
temperatura. Assim, foram feitos testes na faixa de 20 a 40 °C, com a temperatura
do sistema controlada pelo emprego de banho termostatico. A enzima salicilato
hidroxilase (E.C. 1.14.13.1) liofilizada, na sua forma livre, tem como temperatura
ideal 30 °C a pH 7,6 sob as quais a atividade catalitica € maxima (Wang & Tu,
1984).

Entretanto, o reator enzimatico apresentou melhor eficiéncia a 35 °C com
queda em temperatura mais alta, como pode ser verificado no grafico da figura
8.3. Isto pode ser explicado em fun¢do do aumento da termoestabilidade em
decorréncia da imobilizacdo, sendo este fendmeno atribuido a um enrijecimento da
molécula (Fagain & O’Kenndy, 1991). O aumento de temperatura para 40 °C,
provavelmente, comeca a promover desnaturacdo protéica com queda de
atividade. Contudo, optou-se por trabalhar a temperatura ambiente (25 °C) pela
facilidade operacional, embora nesta temperatura a atividade seja cerca de 75 %
em relacdo a temperatura de maior atividade (35 °C). Estes resultados sdo
coerentes com o trabalho de Neumayr e colaboradores (Neumayr et al., 1995).
Neste trabalho, empregando-se um sensor enzimatico para deteccdo de salicilato
acoplado em sistema de fluxo, foi verificado o mesmo comportamento.
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Figura 8.3. Altura de sinal {cm) versus temperatura (20, 25, 30, 35, 40 °C). [salicilato] = 1,5
x 10° mol L'!; vazdo 0,6 mL min!; [NADH]/[salicilato] = 3:1; pH 7,6; bobina de mistura 30
cm; alga de amostragem 100 ul.. ( 0,1 Absorbancia=1 c¢m).

2.3.2. Relacao Molar entre NADH/ Salicilato

A salicilato hidroxilase exige a presenca da coenzima NADH (nicotinamida-
adenina-dinucleotideo) ou NADPH (nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato)
como agente redutor na catalise enzimatica. Qualquer destas coenzimas pode ser
utilizada, pois apresentam a mesma Vma, OU S€ja, proporcionam a mesma
velocidade reacional na concentra¢do de saturacdo do substrato. Normalmente,
emprega-se NADH, em fungdao de seu menor custo quando comparada com
NADPH. Entretanto alguns autores (Longenecker, 1984; You & Bittikofer, 1984)
alertam que algumas preparacbes enzimaticas podem apresentar atividade NADH
oxidase, fruto de contaminacgoes e, desta forma, pode haver interferéncias quando
emprega-ée NADH e nao NADPH. No presente trabalho utilizou-se a enzima
liofilizada com 98 % de pureza e ndo foi observada interferéncia quando se usou
qualquer das coenzimas. Em virtude do valor inferior da coenzima NADH esta foi
empregada.
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A maxima conversdo de salicilato pela enzima saliciato hidroxilase é
diretamente dependente da concentracdo da coenzima. Diversos trabalhos
pesquisados {Milagres, et al., 1997; Sotomayor, 2000; Rover et al., 2000)
apresentam diferentes proporcdes entre NADH e salicilato, embora numa faixa de
concentracdo de NADH superior em relagdo ao salicilato de até quatro vezes.
Entretanto, também se observam proporcoes bastante superiores, como por
exemplo, o trabalho de Oliveira Neto e colaboradores (Carvalho et al., 2000) que
utilizaram uma relacio de NADH mil vezes superior a de salicilato. Assim, e
necessario estabelecer qual a melhor proporcao para cada situagdo experimental.
Foram testadas as razoes molares de 1:1, 2:1, 3:1 e 4:1 de NADH/salicilato de
modo a obter a melhor relacdo com o menor consumo possivel de coenzima em
virtude de seu elevado custo. De acordo com o ensaio (figura 8.4) pode-se concluir
que a melhor proporcdo ficou entre 3:1 e 4:1. Acima destes valores nao se
observou elevacgo do sinal sendo, portanto, a razdo de 3:1 a escolhida.
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Relagédo [NADH] / [salicilato]

Figura 8.4. Altura do sinal (cm) versus [NADH]/[salicilato] (1:1, 2:1, 3:1 e 4:1).
[salicilato]= 1,5 x 10° mol L'!; vazio 0,6 ml min; temperatura 25°C; pH 7,6; bobina de
mistura 30 ¢m; al¢a de amostragem 100 ul. ( 0,1 Absorbancia= 1 cm).
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2.3.3. Vazdo

A vazdo é um fator de elevada importincia para o desenvolvimento das
reagles, pois permite um maior ou menor tempo de interacio entre as
substancias. Na analise quimica em fluxo continuo a vaziio constante, o tempo de
trénsito entre o injetor e o detector é exatamente o mesmo para padrbes e
amostras, podendo as leituras serem feitas sem a reacdo se completar. No
entanto, obviamente, uma menor vazio oferece um tempo maior para o
processamento da reacdo com aumento do sinal analitico. Como pode ser
visualizado pela figura 8.5, quanto maior foi 0 tempo de contato, maior foi o sinal
analitico. Entretanto, considerando-se que na andlise de injecio em fluxo deve
haver um compromisso entre a intensidade do sinal analitico e a freqliéncia de
amostragem, optou-se pela vazio de 0,6 mL min™..

Altura de sinal / (cm)
A

N
i

1 v T y T T T Y
0,0 05 1,0 1,5 2,0

Vazao / (mL min™)

Figura 8.5. Altura do sinal (cm) versus vazio (0,3; 0,6; 0,9; 1,2; 1,5; 1,8 mL min™).
[salicilato] = 2,0 x10 mol L™'; [NADHY/[salicilato] = 3:1; temperatura 25 °C; pH 7,6; bobina
de mistura 30 cm; aica de amostragem 100 pL. ( 0,1 Absorbéncia = 1 cm).
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2.3.4. pH

O pH de maior eficiéncia enzimética da enzima salicilato hidroxilase é de 7,6
a 30°C. Porém, em virtude da enzima estar imobilizada, este valor pode ser
alterado dependendo do processo de imobilizacdo e do suporte empregados. A
faixa de pH estudada foi de 7,0 a 8,0, uma vez que a maioria das enzimas
apresenta um efeito catalitico numa faixa estreita de pH. Os melhores resultados
foram observados entre os valores de 7,4 a 7,8 (figura 8.6), sendo que o pH de
7,6 foi escolhido para as analises subseqientes, pois se apresentou como o mais
adequado.

A maioria dos trabalhos envolvendo a enzima salicilato hidroxilase emprega
tampdo fosfato para a manutencdo do pH de maior atividade da enzima.
Entretanto, Oliveira Neto e colaboradores (Rover et al., 1998-b) constataram que
os ions fosfato sdo capazes de causar degradacio da coenzima NADH em pH
abaixo de 7,0, provavelmente pela formagdo de adutos, com degradagdo
envolvendo oxidacdo do anel pentose e formacdo de residuos de adenosina e
adenina. Estes autores estudando outros tamp8es observaram, também, gue ions
citrato poderiam minimizar esta degrada¢do. Assim, empregou-se tampdo fosfato
(Na;HPO4/ KH:PO4) e tamp&o Maclivaine (acido citrico/ Na;HPO,) para a escolha
do mais adequado. O tampdo de melhor resultado foi 0 tampdo fosfato, pois
proporcionou sinais cerca de 10% mais intensos que o outro tampdo, sem
qualquer tipo de interferéncia. Esta maior eficiéncia talvez possa ser explicada em
funcdo da capacidade de abaixamento da energia de ativacdio da reacdo
enzimética pela formacdo de complexos de transferéncia de carga entre ions
- fosfato e NADH, quando comparado a outros ions (Alivisatos, 1964). Assim, no
presente trabalho empregou-se o tamp3o fosfato (0,1 mol L'?; pH 7,6). Possiveis
degradaces da coenzima foram evitadas pelo preparo didrio das solugbes de
coenzima.
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Figura 8.6. Altura de sinal {(cm) versus pH (7,0; 7,2; 7,4; 7,6; 78; 8,0). [salicilato] = 1,0 x
10 mol L; vaziio 0,6 mL min™; {NADH/[salicitato] = 3:1; temperatura 25 °C; bobina de
mistura 30 cm; alca de amostragem 100 uL. (0,1 Absorbancia = 1 cam).

2.3.5. Tempo de Vida do Reator Enzimatico e Quantidade de
Enzima Empregada

A eficiéncia dos reatores enzimaticos e o tempo que permanecem ativos s3o
fatores de importancia, uma vez que sdo parametros determinantes para a
aplicabilidade do método. Considerou-se, também, a quantidade de enzima
necessaria para a construcdo do reator.
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Foram preparados reatores com 5, 10 e 15 unidades de enzima. Considera-se
necessario o emprego de uma quantidade minima entre 5 e 10 unidades de
enzima {Mascini et al., 1983).

~ Utilizando-se 5 unidades de enzima, a sobrevida da coluna enzimatica foi
reduzida, com perda de 37 % de sua atividade durante as primeiras 12 horas.
Ap6s 30 dias a perda da atividade foi total. Com 10 unidades observou-se
sobrevida de 30 dias, embora havendo queda de 87% de sua atividade catalitica
neste periodo (figura 8.7). Contudo, o reator feito com 10 unidades de enzima
permitiu_analisar até 20 amostras (60 injegBes) sem necessidade de reconstrugdo
da curva de calbracio. Com 15 unidades a atividade da coluna mostrou-se
semelhante a de 10 unidades, com o mesmo tempo de vida Util. Deste modo, a
quantidade de 10 unidades de enzima foi considerada adequada para a confec¢ao
dos reatores. |

Um fato interessante observado foi que o reator enzimatico, quando era
mantido em condicBes adequadas (pH 7,6; 4 °C), e sem contato com amostra
(salicilato € NADH), poderia suportar armazenamento por até trés meses
mantendo sua atividade. Entretanto, quando usado em analises, este tempo era
reduzido para cerca de um més. Isto, provavelmente, é conseqiéncia do
envenenamento do reator enzimatico por produtos da degradacdo de NADH que
diminuem a vida (til do reator (Oliveira Neto et al., 1999).

Comparando-se trabalhos com a enzima salicilato hidroxilase, imobilizada
com diversas tecnologias e diferentes suportes, observou-se, evidentemente,
. tempos variados de vida (itil dos biossensores. Os maiores periodos de atividade
foram de cerca de trés meses (Neumayr et al., 1995; Ehrendorfer et al., 1996). No
entanto, na grande maioria, 0s tempos de atividlade dos sensores foram
semelhantes ao obtido neste trabalho, onde se observaram tempos de 45 dias
(Neumayr et al., 1993), 40 dias (Rover et al., 2000), 20 dias (Kubota et al., 1996),
15 dias (Martin & Dominguez, 1999), 10 dias (Milagres et al., 1997) e 7 dias
(Sotomayor, 2000).
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Figura 8.7. Perda da atividade enzimatica do reator preparado com 10 unidades de enzima.
Altura de sinal (cm) versus tempo (dias). [salicilato] =2,0 x 10 mol L'; vazio 0,6 mL min'%;
[NADH]/[salicilato] = 3:1; temperatura 25 °C; pH 7,6; bobina de mistura 30 cm; alga de
amostragem 100 pl. ( 0,1 Absorbdncia= 1 cm).

3. Determinacao Espectrofotométrica de Salicilato via
Deteccao de Catecol

Antes da analise das amostras reais (soro sanglineo e medicamentos) foram
feitos alguns ajustes no sistema em relacio ao volume injetado e a bobina de
reagao visando melhor desempenho.
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3.1. Alca de Amostragem

Verificou-se a influéncia do volume da alga entre 50 e 200 ulL no sinal obtido.
Como pode ser visto na figura 8.8, aumentando-se o volume injetado de 50uL até
200ul, observou-se aumento do sinal analitico. Considerando-se que 0 uso de
maiores volumes acarreta diminuigdo da freqiiéncia de amostragem e aumento do

tempo de limpeza do pico registrado, optou-se pela al¢a de injecdo de amostra
com voiume 150uL.

Altura do sinal / {cm)
th

T 1 - r 11 [ i T T
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

Algca de amostragem / ( 10°L )

Figura 8.8. Altura do sinal (cm) versus volume de amostra (50; 100; 150; 200 pl).
[salicilato] = 2,0 x 10° mol L'}, vazio 0,6 mL min'; [NADH]/[salicilato] = 3:1; pH 7.6;
temperatura 25 °C; bobina de mistura 30 cm. ( 0,1 Absorbancia= 1 cm).

3.2. Comprimento da Bobina de Mistura

A bobina de mistura & um tubo que € enrolado em tomo de um cilindro de
plastico rigido. E usada para melhorar a homogeneizacio radial em fluxos ndo
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segmentados, de modo a promover melhores condigbes de mistura entre o analito
e 0s reagentes. Explora-se um efeito conhecido como fluxo secunddrio, ou seja,
ocorre uma movimentagdo circular entre o centro do tubo e as paredes,
perpendicular a direcdo do fluxo principal, causada pela forca centrifuga (Zagatto
et al., 1999).

Verificou-se a influéncia nos sinais obtidos empregando-se bobinas de
mistura com comprimentos de 30, 60, 90 e 120 ¢cm. Avaliando-se os resultados
- obtidos, visualizados na figura 8.9, pOde-se concluir que a bobina de mistura de 60
cm apresentou o0 maior sinal. Deste modo, foi considerada a mais indicada para o
método proposto.

Altura do sinal f (cm)

. — Y ' . v r . T
20 40 60 80 100 120
Bobina de mistura / (cm)

Figura 8.9. Altura do sinal {cm) versus comprimento da bobina (30; 60; 90; 120 ¢m).
[salicilato] = 2,0 x 107 mol L'*; vazio 0,6 mL min; [NADH)/[salicilato] = 3:1; pH 7,6; aka
de amostragem 150 ul; temperatura 25 °C. (0,1 Absorbancia= 1 cm).

Com base no exposto, as condigbes estabelecidas para as analises
subseqiientes foram: alca de amostragem de 150 uL, bobina de reacio de 60 cm,
pH de 7,6, vazdo de 0,6 mL min?, relacio molar entre NADH/salicilato de 3:1 e
temperatura de 25 °C.
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3.3. AplicacOes Analiticas

Muitas vezes, os autores de métodos de dosagem de salicilato alegam ser
possivel a aplicagdo dos mesmos para a determinacdo deste analito em fluidos
bioldgicos em geral, sem especificar a matriz.

No caso do presente trabalho, dentre os fluidos bioldgicos, liquido
cefalorraquidiano ou liquor, plasma, soro, sangue total e urina, a escotha pelo soro
sangiiineo foi baseada em alguns critérios, como descritos abaixo.

O liquor foi descartado por ndo ser de absoluta necessidade. A coleta exige
cuidados especiais e pode apresentar riscos para o paciente.

A urina ndo é recomendada em funcdo de varios aspectos, principalmente,
pelo fato que existe uma relagiio bastante variavel entre écido salicilico excretado
e o efeito teraputico. Além disto, a urina de individuos sadios apresenta fendis e
enois _aliféticos que podem reagir com o reagente de Trinder, alterando os
resultados de analise. O teor destes compostos apresenta uma variacdo natural
entre as pessoas, verificando-se grandes alteracbes no resultado das analiises,
dependendo da hora da coleta do material a ser examinado.

O sangue, normaimente, é a amostra de escolha para controle terapéutico
de medicamentos. No caso da dosagem de salicilato, a utilizagdo de sangue total
n3o é necessaria, uma vez que, somente uma porgdo muito pequena esta ligada
aos eritricitos, mesmo na presenca de altas concentragdes plasmaticas do
medicamento. Substincias como fendis e endis alifaticos enddgenos, também,
como na urina, podem estar presentes, porém em menores concentracdes. Por
sua vez, resultados semelhantes sdo obtidos utilizando-se amostras de plasma
(sangue colhido com anticoagulante) e soro (sangue colhido sem anticoagulante)
(Moraes, 1986; Moraes & Sznelwar, 1987). Assim optou-se pelo uso de soro
sangiiineo, pois ndo exige a presenca de anticoagulante que pode ser um fator de
interferéncia.
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Deste modo, em amostras de soro sangiiineo foram adicionadas solugtes
padrao de salicilato para obtencdo das concentracies desejadas. A adicdo de
salicilato foi feita tendo-se o cuidado de ndo se variar o volume adicionado de
~ solugdo a amostra.
| Nos testes iniciais verificou-se que apenas a injecao do soro (sem salicilato
adicionado) no sistema promovia um sinal de tal grandeza que interferia muito nos
resultados. Concluiu-se que isto ocorria devido as diferencas de viscosidade entre
amostra, transportador e reagentes. As variagbes de viscosidade entre diferentes
substancias (solugbes aquosas, sangue, soro, plasma, etc.) sdo significativas em
sistemas de fluxo, podendo gerar interferéncias (Wilding et al.,, 1994). Estas
diferencas ocasionariam a formacdo de gradientes de indice de refracdo
promovendo o fenémeno chamado efeito “Schlieren” (Rocha & Nobrega, 1996).

A solucdo do problema foi conseguida pela introducgdo, antes da entrada da
amostra no espectrofotdmetro, de um tubo de diametro um pouco superior aos do
sistema, recheado de Ia de vidro. A amostra, apds passar previamente pela bobina
de mistura chega a esta coluna, e é obrigada a passar entre as fibras da Ia de
vidro promovendo uma Ultima homogeneizacdo. Esta medida foi suficiente para a
minimizar o efeito “Schlieren”, permitindo as andlises de soro. O cuidado adicional
em relacdo a esta coluna de I3 de vidro é a necessidade de troca periddica, para se
evitar problemas de compacta¢ao da 1a de vidro.

3.3.1. Curva de Calibragdo e Analise de Recuperagao

A curva de calibracdo foi obtida pela medida, em triplicata, de solugdes
padrdo de salicilato na faixa de 5,0x10™ a 5,0x10” mol L™, O gréfico da curva de
calibragdo correspondente pode ser visualizado na figura 8.10 e o fiagrama na
figura 8.11. A curva de calibragdo obtida obedece a seguinte equagdo: h = 0,375
+ 28,0x10° C — 11,7x10* C? com um coeficiente de correlagio de 0,998 para n
(nimero de amostras) igual a 11. Nesta equagio, h representa a altura dos picos
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em cm e C a concentracio de salicilato em mol L. A ndo linearidade da curva
obtida pode ser atribuida a incompleta conversdo do salicilato a catecol, em funcéo
de saturac8o dos sitios cataliticos disponiveis. Para facilidade de célculo pode-se, a
. partir dos mesmos dados, obter uma reta, com a seguinte equacdo h = 0,814 +
22,2><‘102 C, com coeficiente de correlaciio de 0,996 para n igual a 11. O limite de
detecgdio foi 0,2x10°mol L' nas condicbes estabelecidas e a freqiiéncia de
amostragem igual a 15 andlises por hora.

Foi feita analise de recuperacdo de salicilato adicionado & matriz (soro
sangliineo). Os resultados estdo indicados na tabela 8.1. Os valores de
recuperacao caiculados usando-se a curva de segundo grau indicaram menor
desvio padrao, entretanto, foram bastante proximos, podendo ser aplicada
qualquer uma das equacbes apresentadas. A porcentagem média de recuperacio
obtida pela equacdo de segundo grau foi de 99,7 % com precisdo de 3,4 %. Os
valores apresentados pela equacdo de primeiro grau indicaram uma recuperagdo
média de 100,1 % com precisdo de 8,2 %.

Altura de sinal / {(cm)
(=]
1

T T T T T T y T T T
0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005

Concentragdo de salicilato / (mol L")
Figura 8.10. Curva de calibracdo. Altura de sinal (cm) versus concentracdo de salicilato (mol

LY. vazio 0,6 mL min'; alca de amostragem 150 pl; bobina de mistura 60 cm;
[NADH]/[salicilato] = 3:1; pH 7,6; temperatura 25 °C. ( 0,1 Absorbéncia= 1 cm).
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| 3,5 0 —‘-F;I
TSI L

Figura 8.11. Fiagrama da determinagdo de salicilato por deteccdo de catecol. Da esquerda
para a direita, sinais em triplicata de padrdes de salicilato (5,0; 4,5; 4,0; 3,5; 3,0; 2,5; 2,0;
1,5; 1,0; 0,5 x 10° mol L™). Vazdo 0,6 mL min?; aka de amostragem 150 pl; bobina de
mistura 60 cm; [NADH]/[salicilato} = 3:1; pH 7,6; temperatura 25 °C. ( 0,1 Absorbancia = 1
cm}.
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Tabela 8.1. Recuperacdo de salicilato em amostras de soro pelo método
enzimatico®.

Amostras  Sinal  Salicilato  Salicilato Recuperacio' Salicilato Recuperacio’
/ (cm) adicionado encontrado’ ! (%) encontrado® { (%)
/10®mol LY/ 10°mol L™ / 103mol L?
1 11,47+0,25 5,00 4,9840,14 99,5+2,8 4,79+0,14 95,8+2,8
2 10,76+0,45 4,50 4,59+0,25 101,045,6 4,49+0,20 100,444,
3 9,86+0,21 4,00 4,08+0,14 102,1£3,5 4,08+0,10 102,1£2,4
4 8,7310,17 3,50 3,5040,14 99,9+4,0 3,57+0,09 102,1+2,7
5 7,6310,12 3,00 2,97+0,07 99,0+2,5 3,08+0,07 102,6+2,2
6 6,8010,22 2,50 2,5810,12 103,245,0 2,7010,12 108,4+4,8
7 5,6610,25 2,00 2,07£0,13 103,316,6 2,1910,14 109,546,9
8 4,06+0,06 1,50 1,39+0,02 92,411,5 1,4740,02 98,0£1,5
9 3,10+0,10 1,00 1,00+0,04 99,7+3,8 1,03+0,05 103,0:4,5
10 1,70£0,17 0,50 0,4810,07 96114 0,4010,08 80£17
Médiatdesvio 99,7+3,4 100,118,2
padrao

a- Determinacdo de salicilato por deteccdo de catecol. Condigbes do experimento: pH 7.6;
temperatura 25 °C; vazdo 0,6 mbL min™ ; [NADH)/[salicilato] 3:1; alca de amostragem 150ul,;
bobina de reacdo de 60 cm.

1-calculado pela equacdo de segundo grau.

2-calculado pela equacio de primeiro grau.
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3.3.2. Comparacao do Método Enzimatico com Determinacéo
via Deteccdo de Catecol com o Método de Trinder

N O método de Trinder (Trinder, 1954) é considerado como padrio para a

dosagem de salicilatos, como j@ mencionado. O uso do reagente de Trinder pode
estar associado com cloreto merclrico (Moraes & Sznelwar, 1987; King et al.,
1995;) ou ndo (Keller, 1947; Koupparis & Anagnostopolou, 1988; Karlicek et al.,
1996;). Procurou-se entdo, verificar qual a seria a melhor opcdo para o0s
experimentos.

O reagente de Trinder utiliza cloreto mercirico para a precipitagio de
proteinas. Para a remoc¢do das proteinas precipitadas, deve-se centrifugar a
amostra para posterior leitura. Evitando-se o uso do cloreto mercirico tem-se
menor manipulacdo da amostra, mais rapidez e evita-se o uso de substincia
poluente. Assim, em fungdo de ndo terem sido observadas diferencas significativas
nos resultados e pela simplicidade do método, optou-se pelo emprego do reagente
de Trinder sem cloreto merctrico.

Para a anadlise estatistica, entre os resultados obtidos pelo método proposto e
pelo método de Trinder (Trinder, 1954), empregou-se o teste  de Student
(Eckschlager;1972) e o teste F (Skoog et al., 1996). O teste ¢ é usado para
verificar se a diferenca entre as médias dos conjuntos de dados é significativa ou
nao, considekando, no caso; o nivel de significincia ou confianca de 5 % (o =
0,05). Resumidamente, pode-se dizer que este teste é utilizado para verificar a
concordancia entre os métodos analiticos. O teste F serve para comparar os dois
conjuntos de dados em termos de seus desvios padrao, tendo em vista indicar se a
precisdo dos métodos é semelhante. Neste teste; também foi utilizado o mesmo
nivel de significancia.

Os resultados apresentados na tabela 8.2 indicaram boa correlacdo entre os
valores obtidos pelos dois métodos. A figura 8.12 apresenta o fiagrama das
andlises realizadas pelo método enzimatico.
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Tabela 8.2. Comparagdo entre os resultados obtidos pelo método de Trinder e o
método enzimatico®, usando o teste estatistico ¢de Student e o teste F.

O valor de ttabulado € 2,776 para v= 4* e a= 0,05%**,
O valor de F tabulado é 19,00 para v= 2** e o = 0,05%**,

Amostras Trinder 'Enzimatico® Valor valor
(1x10° mol LYY (1x103 mol L'Y) calculado de  calculado de
t F

1 2451003 2,46 +0,04 0,028 0,17
2 1,31 + 0,07 1,30 + 0,08 1,667 1,31
3 2,42 +0,04 2,39+0,25 0,168 3,91
4 6,06 £ 0,12 578+0,20 1,698 2,78
5 4,62 £ 0,02 4,57 + 0,27 0,261 7,29
6 2,05+ 0,05 1,90+£0,17 1,198 5,90
7 2,25 + 0,04 2,18 + 0,03 2,473 1,78
8 4,21 £ 0,10 4,09 +0,12 1,086 1,44
9 0,96 + 0,05 0,86 + 0,03 2,425 2,78
10 243 +£0,01 2,37 £ 0,04 2,069 1,78

a- Determinagac de salicilato por deteccdo de catecol. Condigdes do experimento: pH 7,6;
temperatura 25 °C; vazdo 0,6 mL min™; [NADH]/[salicilato] = 3:1; alca de amostragem
150uL, bobina de reacdo de 60 cm. ( 0,1 Absorbancia= 1 cm).

* v é 0 grau de liberdade (n. + Ny ~ 2), onde n, é igual ao nimero de determinacSes do método

enzimatico (3) e np @ igual a0 numero de determinagdes do método titulomeétrico (3).

** y & 9 grau de liberdade (n-1), onde n € igual a 3 determinacdes.

*** limite de confianga.
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Os valores de ¢ (Skoog, et al., 1996) e F (Eckschlager,1972) foram
calculados segundo as equacdes apresentadas abaixo:

Equacéo para calculo do valor de £ tendo o niimero de determinactes iguais

nos dois procedimentos (na = nb = n):

[ _ ,
X, = média aritmética de A
t= XA —_)ZB _)EB = média aritmética de B

onde:
,M < Sa = desvio padrdo de A
n-—1

Ss = desvio padrao de B

n = numero de determinacbes

\

Equacao para calculo do valor de F:

Sa = desvio padrdo de A

F=s%s 5% onde: Sz = desvio padrdo de B
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Figura 8.12. Fiagrama das andlises de soro pelo método enzimatico por deteccdo de catecol.
Da esquerda para a direita, sinais em triplicata de padrdes de saticilato (1,0; 2,0; 2,5; 5,0; 5,5 x
102 mol L'Y) intercalando-se as amostra de soro com salicilato. Vazdo 0,6 mL min’; al¢a de
amostragem 150 ul; bobina de mistura 60 ¢m; [NADH]/[salicilato]= 3:1; pH 7,6;temperatura
25 °C. (0,1 Absorbancia =1 cm). Equagdo h = 1,4717 + 2060,72 x C ; R= 0,996.
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3.3.Analise de Medicamentos

Embora o método para determinagdo de salicilato pela formaciio de catecol
tenha sido inicialmente proposto para a dosagem de salicilato em soro sangiiineo,
 visualizou-se a possibilidade da andlise de amostras de medicamentos. Foi feita a
comparagao com 0 método que € indicado pela Farmacopéia Brasileira (Farmacopéia
Brasileira, 1988). Os resultados obtidos pelos métodos empregados foram analisados
pelo teste ¢ de Student (Eckschlager, 1972) e teste F (Skoog et al., 1996). Observou-
se concordancia entre os valores apresentados pelas duas técnicas, como pode ser
visto na tabela 8.3. Porém, a vantagem do sistema proposto reside na rapidez e
facilidade nas dosagens, o que vem a ser interessante quando existir grande
demanda de analises.

Tabela 8.3. Comparacao entre os resultados obtidos pelo método enzimatico® e o
método titulométrico® usando o teste estatistico ¢ de Student e o teste F, na
dosagem de acido acetilsalicilico em medicamentos.

O valor de ttabulado é 2,776 para v = 4* e a = 0,05%**
O valor de F tabulado € 19,00 para v= 2** e o = 0,05%**

B e " Contetio Contendcs” TP
indicado / (mg) determinado / determinado / caiculado calculado
(mg) (mg) de ¢ de F
2 500,0 499,0+1,3 500,1 £0,5 1,117 6,76
3 500,0 502,3+1,4 501,06+ 0,9 1,104 2,06
4 100,0 103,06+ 2,7 102,6 +0,9 0,199 9,00

- DetenmnagéodesahcnatopordetecgéodecatecolCondlgﬁsdoexpenmntopH7,5,
temperatura 25 °C; vazéio 0,6 mL min”, [NADH]/[salicilato] = 3:1, ala de amostragem 150 pi,
bobina de reacdo de 60 cm. ( 0,1 Absorbancia = 1 cm).

b- Método Titulométrico (Farmacopéia Brasileira, 1988)

* v é 0 grau de liberdade (n,+ n, - 2), onde n, € igual ao niimero de determinagbes do método enzimético
(3) e n, é igual ao nimero de determinagbes do método titulométrico (3). '

** y @ 0 grau de liberdade (n-1), onde n é igual a 3 determinacgbes.

*¥* |imite de confianca
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4. Determinacdo Espectrofotométrica de Salicilato via
Deteccao de Gas Carbonico

O gas carbbnico formado na reacio enzimatica permeia pela membrana de
silicona, sendo recebido por uma soluciio do indicador purpura de bromocresol, o
qual tem seu pH alterado com mudanca da cor. A variacdo da absorbancia é
proporcional ao logaritmo da concentracio do analito (Barros, 1990).

Este indicador apresenta intervalo de transico de coloragdo numa faixa de
PH ente 4,8 a 7,2. Na sua forma acida apresenta coloracdo amarela e na sua
forma basica coloraco pirpura (Bishop, 1972). A figura 8.13 apresenta a
estrutura acida do parpura do bromocresol. O pH da solugdo foi ajustado para 7,0,
pois nesta faixa pequenas variaces hidrogenidnicas resultam em grandes
variagbes de pH.

Sistemas de injecdo em fluxo envolvendo difusdo gasosa empregam, em
grande parte, membranas de Teflon® (PTFE — politetrafluoroetileno), embora a
membrana de borracha de silicona também apresente bons resultados (Calatayud,
1996). Neste trabalho, inicialmente foram empregadas fitas de Teflon® de
diferentes marcas e lotes, comercialmente disponiveis. Entretanto, com esta
membrana a reprodutibilidade dos resuitados ndo se apresentava satisfatoria. Na
tentativa de solucionar os problemas, além de cuidados na colocacio da fita,
adotou-se a succdo do fluxo. Adaptou-se o fluxo de saida a3 bomba peristaltica, de
modo a facilitar permeacdo do gas e evitar as interferéncias que estavam sendo
- observadas. Entretanto, os resuitados ndio foram satisfatérios e assim, escolheu-se
usar uma membrana de borracha de silicona em virtude da maior homogeneidade
e resisténcia, observadas quando comparadas com as fitas de Teflon®. A ndo
uniformidade destas membranas de Teflon® pode promover alteracbes de
respostas significativas. Tryzell e Karlberg (Tryzell & Karlberg, 1995) estudando
diferentes membranas de Teflon® concluiram que a falta de homogeneidade nas
membranas pode gerar diferencas de respostas da ordem de até 19 %. A
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membrana de borracha de silicona foi preparada conforme descrito anteriormente,
obtendo-se uma espessura de 100 micra.

Para ajuste de condicOes deste sistema estudou-se a influéncia da vazgo, do
volume de amostra, da concentragdo de acido sulfirico e do comprimento da
bobina de reacdo. As condicdes de melhor desempenho da coluna enzimatica,
determinadas anteriormente, em relagdo a: temperatura, relacio molar entre
NADH/salicilato e pH foram mantidas. Posteriormente, analisou-se amostras de
SOro.

CHs CHa
OH O
Br C Br
—S0H

Figura 8.13. Representacdo da estrututa do pirpura de bromocresol na sua forma écida.
Fonte: Bishop, 1972

4.1. Alca de Amostragem

A quantidade de amostra empregada deve ser verificada, uma vez que pode
ocorrer a satura¢do da coluna enzimatica, ou seja, pode ndo haver sitios cataliticos
disponiveis para que a reagdo entre salicilato e a salicilato hidroxilase se
desenvolva por completo. A quantidade de amostra estudada compreendeu uma
faixa entre 150 ulL e 500 pb. Pode-se observar um crescente aumento até 450uL
(figura 8.14). Para evitar consumo elevado de amostra e longo tempo de analise,
optou-se pela alca de amostragem de 250 pL.
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Altura de sinal / (cm)
L4 ]
1
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Volume de amostra / (10°L)

Figura 8.14. Altura de sinal (cm) versus volume de amostra (150; 250; 350; 450; 500 uL).
[salicilato}=1,0x10" mol L™*; vazdo 0,6 mL min; [NADH]/[salicilato]=3:1; temperatura 25°C;
pH 7,6; bobina de mistura 35 cm; [H, SO4]=1,0 mol L. (0,1 Absorbéncia = 1 ¢cm).

4.2, Vazao

Como era de se esperar, a altura dos picos variou de modo significativo de
acordo com a vazao empregada. Os valores mais elevados de vazdo n3o permitem
uma hidrdlise completa do salicilato, uma vez que o tempo de contato entre
enzima e o substrato é um fator de suma importancia para que ocorra a reac¢do.
Além disto, pode ocorrer uma diminuicdo da permeacio do gas carbdnico através
da membrana com 0 aumento da vazdo. A figura 8.15 apresenta os resultados
obtidos. A vazdo escolhida foi de 0,6 mL min® para um sinal adequado e ao
mesmo tempo uma boa freqiiéncia analitica.
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Figura 8.15. Altura de sinal (cm) versus vazdo (0,3; 0,6; 0,9; 1,2 mL min™ ). [salicilato]=
1,0x107 mol L'Y; alga de amostragem 250 pb; [NADH]/[salicilato]=3:1; temperatura 25 °C;
pH 7,6; bobina de mistura 35 cm; [H; S04]=1,0 mol L. (0,1 Absorbéncia = 1 cm).

4.3. Comprimento da Bobina de Mistura

Verificou-se a influéncia na altura dos sinais utilizando-se bobinas de 30, 35,
40, 45, 50 cm de comprimento. Avaliando-se os resultados obtidos, que podem ser
visualizados no grafico da figura 8.16, pode-se concluir que a bobina de mistura de
45 cm apresentou o melhor sinal quando comparada com as demais. Deste modo,
foi considerada a mais indicada para 0 método proposto.
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Figura 8,16. Altura de sinal (cm) versus bobina de mistura (30, 35, 40, 45, 50 cm). [salicilato]=
1,5 x 10 mol L'}; vazio 0,6 mL min™ ; volume de amostra 250uL; [NADH]/[salicilato}=3:1;
temperatura 25°C; pH 7,6; [H, SO4J=1,0 mol L'%, (1 em = 0,1 Absorbandia).

4.4. Concentracio de Acido Sulfiirico

O pH de maior atividade da enzima salicilato hidroxilase é de 7,6. Em vista
disto, a reagdo deve se desenvolver em meio tamponado em pH adequado. No
entanto, € necessario diminuir o pH do meio contendo o produto da reagdo, para
evitar que o gas CO; formado possa ficar na forma de HCO's. Deste modo, a
- confiuéncia onde se misturam a solugdo contendo os produtos da reacdo com a
solucdo de H.SO., € colocada apds a coluna enzimética, de modo a evitar o
contato da enzima com a solugdo de acido sulftirico, pois isto causaria a imediata
desnaturacdo da enzima.

Foram estudadas as influéncias das concentragbes do acido sulflrico de 0,2;
0,5 1,0; 20 mol L. Os resultados indicaram (figura 8.17) que apés a
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concentragdo de 1,0 mol L™ n3o ha incremento do sinal e, portanto, esta foi a
concentracao empregada.
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Figura 8.17. Altura de sinal (cm) versus concentragéio de acido sulfirico (0,2; 0,5; 1,0; 2,0
mol L), [salicilato]=2,0 x 10° mol L'%; aica de amostragem 250 ut; [NADH]/[salicilato]=3:1;
temperatura 25 °C; vazio 0,6 mL min' ; pH 7,6; bobina de mistura 45 cm. (0,1
Absorbancia= 1 cm).

Assim, as condigbes estabelecidas neste sistema foram: volume de amostra
de 250 pt, vazdo de 0,6 mL min™, bobina de reaciio de 45 cm e concentracdo de
acido sulfirico de 1,0 mol L™. A seguir, 0s testes foram feitos com amostras de
soro sangliineo.

4.5. Aplicacdes Analiticas

A capacidade de impedir mudancas bruscas de pH é uma propriedade
importante dos organismos bioldgicos. Os fluidos intra e extracelulares do
organismo dos mamiferos mantém-se estabilizado devido a capacidade tamp3o
dos mesmos. O principal tampdo extracelular no sangue dos vertebrados é o
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sistema tamp3ao de bicarbonato (H,CO; / HCO3'). Assim, é necessaria a eliminacio
do “acido carbonico”, antes da dosagem de salicilato pelo método proposto (via
deteccdo de gas carbonico) para se evitar interferéncias. Isto fol feito pela adicio
de 0,5 mL de solugdo de &cido sulfirico (0,1 mol L™) em 1mL de soro, agitacgo e,
a segdir, adicdo de 0,5 mL de tamp3o fosfato (0,1 mol L'} para retorno do pH
original. . Posteriormente, as amostras foram dopadas com solucbes padrdo de
salicilato de sodio, de modo a obter as concentracdes desejadas.

4.5.1. Curva Analitica e Analise de Recuperacéo

Para a curva de calibracdo foram feitas medidas em triplicatas de solugdes
padréo de salicilato na faixa de 5,0x107 a 0,5x10° mol L (figuras 8.18 e 8.19). A
curva de calibragdo obedeceu a seguinte equacio: h=0,923 + 36,2 x10% x C para 5
concentragdes com 3 determinagbes cada, com coeficiente de relacio de 0,998.
Nesta equacdo, h representa a altura de pico em centimetros e C a concentracado
de salicilato em mol L.

Foram feitos testes de recuperacado de salicilato adicionando-se quantidades
conhecidas de padréo de salicilato em soro sangiineo, com uma recuperacéo
média de 101,3 % e precisdo média de 4,9 % (tabela 8.4). A taxa de amostragem
foi de 15 amostras por hora com limite de detecciio de 1,010 mol L.
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Figura 8.18. Curva de calibracdo. Altura de sinal (cm) versus concentracdo de salicilato
(5,0; 3,0; 2,0; 1,0; 0,5 x10°° mol L"), Vazio 0,6 mL min™ alca de amostragem 250 pl;
[NADH]/[salicilato]=3:1; temperatura 25 °C; pH 7,6; bobina de mistura 45 cm; [HS0] = 1,0
mol L%, (0,1 Absorbéncia = 1 cm). N
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Figura 8.19. Fiagrama da determinacio de salicilato por detecclio de gés carbdnico. Da
esquerdé para a direita sinais em triplicata de padrdes de salicilato (5,0; 3,0; 2,0; 1,0; 0,5 x
10° mol L?). Vazdo 0,6 mL min; alca de amostragem 250 uL; [NADR)/[salicilato]=3:1;
temperatura 25 °C; pH 7,6; bobina de mistura 45 cm; [H:S0,] = 1,0 mol L (0,1
Absorbancia = 1 cm).
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Tabela 8.4. Recuperacdo de saliclato em amostras de soro pelo método

enzimatico®.

Amostras  Salicilato  Alturado  Salicilato  Recuperacio
adicionado sinal encontrado [ (%)
/(10%mol LYy /(em) [ (10%mol LY
......... T R R 036 asizois esr
2 4,50 17,17 + 0,46 4,49+0,20 99,8
3 4,00 1547 £ 0,15 4,02 +0,05 100,5
4 3,50 13,50 £0,10 3,48 +£0,03 99,4
5 3,00 11,60 £+ 0,10 2,95+0,03 98,3
6 2,50 953+0,21  2,38+0,06 95,2
7 2,00 8,27 £ 0,40 2,03+0,11 101,5
8 1,50 683+040 1,63+0,11 108,7
9 1,00 4,93 + 0,15 1,10 + 0,04 110,0
Média + desvio
padrao 101,3 + 4,9

a- Método de determinaggio de salicilato através da detecciio de gas carbdnico. Condigdes do
experimento: Vazdo 0,6 mL min?; alga de amostragem 250 plL; [NADH]/[salicilato]=3:1;
temperatura 25 °C; pH 7,6; bobina de mistura 45 cm; [H;50;] = 1,0 mol L. (0,1

Absorbancia = 1 cm).
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4.5.2. Comparacao Método Enzimatico com Determinacdo via
Deteccao de Gas Carbdnico com o Método de Trinder

Foram realizadas dosagens em soro e comparados ac método de Trinder
(Trinder, 1954). A figura 8.20 mostra o fiagrama obtido na analise das amostras
de soro. Analisando os valores “t de Student” (Eckschlager, 1972) calculados
(tabela 8.5), observou-se que todos estdio abaixo do valor tabelado ¢ = 2,776 para
v =4 e qa = 0,05, portanto ha uma boa concordancia entre os métodos.

O teste F (Skoog et al., 1996) foi aplicado para verificar a precis3o entre os
métodos. Neste teste também foi utilizado 0 mesmo nivel de significancia e pelos

dados analisados (tabela 8.5), pode-se considerar que existe adequada
concordancia entre eles.

1 2 3 4 5 © T 8 9 10
Figura 8.20. Fiagrama das andlises de soro. Da esquerda para a direita, sinais em triplicata

de padrdes de salicilato (0,5; 0,75; 1,0; 1,5; 2,0 x 10> mol L) intercalando-se as amostra de
soro com salicilato. Vaziio 06 mL min’; alca de amostragem 250 uL;
[NADH]/[salicilato]=3:1; temperatura 25 °C; pH 7,6; bobina de mistura 45 cm; [H,S04] = 1,0
mol L™, (0,1 Absorb3ncia = 1 cm). Equagdo obtida: h = 0,538 + 3590 x C ; R= 0,995.
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Tabela 8.5. Comparacdo entre os resultados obtidos pelo método de Trinder e
pelo método enzimético usando o teste estatistico #de Student e o teste F.

O valor de ¢tabulado € de 2,776 para v= 4* e = 0,05%**,
O valor de F tabulado é de 19,00 para v= 2*¥* e a = 0,05%**,

Amostras  Enzimatico " Trinder valor Valor
/(1x103 mol L' /(1x10° mol L") calculado de calculado de
t F
1 1,62+004  163+002 0,313 4,00
2 1,15+ 0,05 1,12 +0,02 0,789 6,25
3 0,79 £ 0,05 0,81 £0,03 0,500 2,78
4 0,39 + 0,06 0,40 £ 0,03 0,218 4,00
5 1,49 + 0,03 1,53 + 0,04 1,143 1,78
6 1,34 + 0,06 1,38 £ 0,07 0,514 1,36
7 0,98 + 0,01 1,00 +0,04 0,687 16,00
8 1,13+ 0,03 1,19+ 0,02 2,400 2,25
9 1,12 + 0,04 1,15+ 0,03 0,857 1,78
10 1,86 + 0,06 1,96 +£ 0,03 2,128 4,00

a- Método de determinacdo de salicilato através da deteccdo de gas carbdnico. CondicBes do
experimento: Vazdo 0,6 mL min; alca de amostragem 250 pL; [NADH]/[salicilato] = 3:1;
temperatura 25 °C; pH 7,6; bobina de mistura 45 cm; [H,504] = 1,0 mol L2,

* v & o grau de liberdade (n, + np — 2), onde n, é igual ao nlimero de determinacdes do método
enzimatico (3) e n;, € igual a0 nimero de determinacdes do método titulométrico (3).

** v é 0 grau de liberdade (n-1), onde n é igual a 3 determinagdes.

*** limite de confianga.
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Capitulo IX

Avaliacdo, Conclusdes e Proposicdes Futuras

1. Avaliacdo e Conclusdes

A proposta do trabalho foi desenvolver método para dosagem de salicilato
através de reacdo enzimatica e sistema FIA, com vistas ao controle sangiiineo dos
niveis de salicilato, que sdo atingidos 2pds a ingestdo de medicamentos a base de
acido acetilsalicilico. Como objetivo adicional, visava-se a aplicacao do método na
quantificacdo de acido acetilsalicilico em medicamentos.

Inicialmente, o primeiro método estudado para a analise de salicilato era
condutométrico. A técnica envolvia um sistema FIA e a mesma reacdo enzimatica
entre o salicilato e a enzima saficilato hidroxilase imobilizada, com a formacado de
gas carbonico. A soluggio tamponada contendo este gas era acidificada com uma
solugio de acido sulfirico (1,0 mol L) e conduzida a uma membrana de
permeacao. O gas carbOnico permeava através desta membrana, sendo recebido
por um fluxo de agua desionizada. A medida da condutividade era feita em uma
cela de condutdncia (Tubino, 1994) acoplada a um condutivimetro. Os resultados
eram registrados em registrador potenciométrico.

Inimeros testes foram realizados, entretanto, observava-se a nao repeticdo
dos-resultados. Inclusive o sinal do branco se apresentou muito alto. Foram feitas
varias tentativas para suprimi-lo sem sucesso. Na ocasido usava-se membrana de
PTFE, muito permeavel, o que deve ter sido a causa do problema. Assim, optou-
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se por um meétodo espectrofotométrico para avaliacdo, em primeira instancia, do
reator enzimatico e determinagdo de suas variaveis diretas.
Ao desenvolver-se 0 método espectrofotométrico, optou-se pela membrana
de silicona. Mesmo tendo-se observado que esta membrana se comportava bem,
| ndo foi possivel retornar o estudo do método condutométrico.
A partir dos resultados obtidos, as seguintes conclusdes podem ser tiradas:

~ 1.1. Reator Enziméatico

Dos processos de imobilizagdo enzimatica estudados, o de melhor resultado
foi aquele onde a enzima salicilato hidroxilase foi imobilizada em pérolas de vidro,
desenvolvido 0 processo de silanizacdo, em meio organico. Obteve-se um reator
- enzimatico com 10 unidades de enzima e vida (til de cerca de 60 determinagGes.

1.2. Determinacao Espectrofotométrica de Salicilato Através
da Deteccao de Catecol

O sistema mostrou-se adequado para determinacdo na faixa terapéutica de
saliciiato (1,1x10° a 2,2x10mol L), Analisando-se amostras de soro numa faixa
de 5,0x10 a 5,0x10”mol L apresentou limite de detecciio de 0,2x10°mot L.
Houve boa concordancia e precisao entre os valores de concentracdo de salicilato
determinados em amostras de soro sangliineo (tabela 8.2), a partir do método
proposto e o de referéncia (Trinder, 1954). Em testes de recuperagdo de padrdo
apresentou recuperacdo média de 100,1% com estimativa de desvio padrdo de
8,2 % (caiculado pela equacao de 1° grau) e de 99,7 % com estimativa de desvio
padrdo de 3,4 % (calculado pela equacdo de 2° grau). O método também foi
aplicado na andlise de alguns medicamentos, contendo o acido acetilsalicllico como
principio ativo, e apresentou boa correlacdo com o método titulométrico
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(Farmacopéia Brasileira, 1988) como visto na tabela 8.3. A freqiiéncia de
amostragem foi de aproximadamente 15 determinacGes por hora.

1.3. Determinacdo Espectrofotométrica de Salicilato Através
da Deteccido de Gas Carbonico

Neste procedimento, também se atingiu a faixa de analise pretendida (faixa
terapéutica), com correlacio linear na faixa de 5,0x10™ a 5,0x10>mol L e limite
de detecciio de 1,0x10™mol LX. Em testes de recuperacio de padrdo em soro
houve uma recuperacdo média de 101,3 % com estimativa de desvio padrao de
4,9 %. Em comparagdo com o0 método anterior houve uma precisdo superior
embora com menor limite de deteccdo. Em comparacdo com o método de
referéncia observou-se concordancia entre os valores analisados (tabela 8.5). O
método apresentou uma freqiiéncia de aproximadamente 15 determinagbes por
hora. De modo geral, pode-se afirmar que os procedimentos desenvolvidos s3o
relativamente simples e de facil manuseio, ambos apresentando caracteristicas de
viabilidade. Além disto somam-se todas as vantagens inerentes aos processos FIA,
que sdo a rapidez, uso de aparelhagem acessivel e uso de pequenas quantidades
de amostras e reagentes. Assim, podem ser utilizados para a dosagem de salicilato
em soro, principalmente, quando hd a necessidade de se quantificar um grande
numero de amostras num curto periodo de tempo. Deve-se lembrar, ainda que, o
fato dos métodos envolverem enzima os toma altamente seletivos. Entretanto, o
método onde a determinacdo de salicilato deu-se através da detecgdo de catecol,
apresentou-se como © mais pratico. Neste sistema ndo houve a necessidade de um
controle rigoroso nos reagentes em relacgdo a absorcdo de CO; do meio ambiente,
nem a presenca da cela de permeacao.

 Considerando-se as excelentes propriedades cataliticas das enzimas, ©
crescente apriinoramento das formas de imobilizacdo e a procura de
desenvolvimento de técnicas para a regeneracao de cofatores enzimaticos, o uso
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de enzimas, tanto na area analitica como na industria, apresenta-se como um
campo bastante promissor.

2. Proposicoes Futuras

Como perspectivas de trabalhos futuros pode-se sugerir:

e Estudo da imobilizacdo de enzimas desidrogenases juntamente com a
enzima salicilato hidroxilase no reator enzimatico ou a utilizacdo de outro

reator contendo este tipo de enzimas visando a regeneracdo da coenzima
NADH.

e Pesquisa de novos suportes para a imobilizacdo da enzima salicilato
hidroxilase, tais como silica funcionalizada em oxido de titanio, visando
aumento do tempo de vida Gtil da coluna enzimatica.

o Estudo de outras formas de deteccgdo ndo espectrofotomeétricas, como a
determinacdo condutométrica do gas carbonico formado na reacdo
enzimatica.
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