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Resumo

Neste trabalho, propbde-se o desenvolvimento de um sistema de
multicomutagdo para determinacdo de aminoacidos totais em amostras de plantas.
O sistema se baseia na reacdo de complexagdo dos grupos funcionais amino dos
aminoacidos pela ninidrina. Como sistema de detecgcao foi utilizado
espectrofotdbmetro que opera na regidao do visivel. O sistema de multicomutacao
desenvolvido empregou cinco valvulas solendides de trés vias para controlar a
manipulacdo das solu¢cdes e uma bomba peristaltica para propulsdo dos fluidos. O
tempo e a sequéncia de acionamento das valvulas, a velocidade da bomba
peristaltica e a aquisicdo dos dados, realizados através de um programa dedicado,
desenvolvido em plataforma Labview, utilizando um microcomputador equipado com
uma interface eletrdnica. O sistema apresentou faixa linear de trabalho até 2,0 x10
mol L™, com desvio padrdo relativo de 1,09% (n=10), freqiiéncia de amostragem de
15 determinacdes por hora e limite de detecgdo estimado de 3,6 x10®° mol L. O
sistema foi aplicado em amostras de plantas e os resultados obtidos com testes de

adicao e recuperagao variaram entre 96 e 101%.



Abstract

In this work, development of a multicommutation system for the determination
of total amino acids in samples of plants were proposed. The system is based on the
complexition of amino functional groups of amino acids by ninhydrin. As system
detection was used an spectrophotometer working in the visible range. The
multicommutation developed system employed five solenoid valves for solution
management and a peristaltic pump for the fluid propulsion. The time and sequence
of switching of valves, the velocity of peristaltic pump and the data acquisition were
performed through the development program in the Labview plataform using a
computer with an eletronic interface. The system shows a linear reponse up to 2.0
x10° mol L', with relative standard deviation of 1.09% (n = 10), , sample troughput of
15 determinations per hour and a detection limit of 3.6 x10° mol L. The system was
applied to plant samples and the results obtained using the standard addition test

presented receiver between 96 and 101%.
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INTRODUCAOQ




1. Introducgao

Os aminoacidos sdo as unidades fundamentais das proteinas presentes nos
organismos dos animais, dos vegetais e dos seres humanos. Essas proteinas séo
constituidas de um mesmo conjunto de vinte aminoacidos, unidos covalentemente
em sequéncias caracteristicas. Cada aminoacido possui uma cadeia lateral que |Ihe
confere uma individualidade quimica. Esses vinte aminoacidos podem se combinar
de diferentes formas e sequUéncias para formar os peptideos e as proteinas com
propriedades e atividades muito diferentes entre si. A partir dos aminoacidos que
formam a estrutura protéica, diferentes organismos podem construir produtos
amplamente diversos como enzimas, hormodnios, proteinas do cristalino ocular,
penas, teias, as proteinas nutritivas do leite, antibidticos, e muitas outras substancias
que tém atividade biolégica caracteristica (LEHNINGER, 1984).

Os organismos vivos diferem a respeito das formas de nitrogénio utilizadas
como precursores dos aminoacidos. Como exemplo, os seres humanos podem
sintetizar apenas dez dos vinte aminoacidos necessarios na biossintese das
proteinas, sendo que os outros dez aminoacidos devem ser obtidos através dos
alimentos. Por outro lado, algumas plantas podem sintetizar os vinte aminoacidos
para a sintese das proteinas (LEHNINGER, 1984).

Quanto a classificagdo, os aminoacidos estdo divididos em quatro grupos,
assim divididos o grupo dos apolares, os polares, os acidos e os basicos (CONN,
1980).

Essa classificagdo dos aminoacidos é baseada no valor do ponto isoelétrico
(pl). Ao se dissolver um aminoacido neutro em agua destilada, ele estara presente
quase que exclusivamente na forma de ion dipolar, isto €, a carboxila esta quase
que totalmente dissociada, enquanto o grupo amino estara praticamente protonado.
Como nessas condigdes o aminoacido aparenta ser neutro, isto €, ndo migra em um
campo elétrico, designa - se o valor do pH no qual ele mostra este comportamento
como ponto isoelétrico (pl). Pode - se demonstrar que em um aminoacido neutro

este valor de pl é a média aritmética dos dois valores de pK’ (DOSE, 1982).

pl = pK’s + pK’
2




O valor de pK’ referente a carboxila € designado como valor de pK’y. O valor
de pK’ do grupo amino, como valor de pK’;, enquanto o eventual pK' da cadeia
lateral recebe a designacao de pK'r. A tabela 1.1 mostra os valores de pK’ de alguns
aminoacidos (DOSE, 1982).

Tabela 1.1 — Valores de pK’ dos grupos ionizaveis de alguns aminoacidos a 25°C.

Aminoacido pK’; pK’; pPK’r
a - COOH a-"NH; R
Glicina 2,34 9,60
Alanina 2,34 9,69
Leucina 2,36 9,60
Serina 2,21 9,15
Treonina 2,63 10,43
Glutamina 2,17 9,13
Acido aspartico 2,09 9,82 3,86
Acido glutamico 2,19 9,67 4,25
Histidina 1,82 9,17 6,0
Cisteina 1,71 10,78 8,33
Tirosina 2,20 9,11 10,07
Lisina 2,18 8,95 10,53
Arginina 2,17 9,04 12,48

O grupo dos aminoacidos ndo polares compreende os aminoacidos que
contém residuos alifaticos (alanina, leucina, valina, isoleucina e metionina) e os
aromaticos (fenilalanina e triptofano), que tém caracter hidrofébico. Um dos
compostos, a prolina, € peculiar no sentido que seu atomo de hidrogénio forma uma
amina secundaria e ndo primaria (CONN, 1980).

No segundo grupo estdo os aminoacidos com grupos R polares, mas sem
carga. A maioria desses aminoacidos possui radicais polares que podem participar
na formacdo de pontes de hidrogénio. Diversos possuem uma hidroxila (serina,
treonina e tirosina) ou sulfidrila (cisteina), e dois (asparagina e glutamina), tém
grupos amidicos. A glicina, ndo possui grupos R mas esta incluida neste grupo
devido a sua natureza definitivamente polar, uma propriedade que Ihe é conferida

pelo fato de seus grupos carregados, aminico e carboxilico, constituirem uma



grande parte da massa da propria molécula. Nesse grupo também estao incluidos os
compostos alifaticos e aromaticos (tirosina). (CONN, 1980).

No terceiro grupo estdo os aminoacidos com radicais (R) carregados
positivamente, também chamados aminoacidos basicos. Trés aminoacidos estdo
incluidos nesse grupo. A lisina, com o seu segundo (épsilon, ) aminogrupo (pK'r =
10,53), estara mais do que 50% na forma carregada positivamente, em qualquer pH
abaixo do pKgr desse grupo. A arginina, que contém um grupo da guanidina
fortemente basico (pK'r = 12,48) e a histidina, com seu grupo imidazol fracamente
basico (pK'r = 6,0), também fazem parte desse grupo. Uma observagédo é que a
histidina € o Unico aminoacido que possui um proton que se dissocia no intervalo de
pH neutro. E é devido a essa caracteristica que determinados residuos de histidina
exercem um papel importante na atividade catalitica de algumas enzimas (CONN,
1980).

No quarto grupo estdo incluidos os aminoacidos com grupos radicais R
carregados negativamente, também chamados de aminoacidos acidos. Esse grupo
compreende os dois aminoacidos dicarboxilicos, acidos aspartico e glutamico
(CONN, 1980).

Quanto as propriedades dos aminoacidos, possuem estrutura idnica que
também prevalece no estado critstalino, e poderosas forcas de atragao atuam entre
grupos de cargas opostas. A consequéncia disso é que os aminoacidos fundem, na
maioria das vezes, com decomposi¢ao (em torno de 200°C). A presséo de vapor dos
aminoacidos €, ao mesmo tempo, extremamente baixa devido a interagao
eletrostatica. Pelo mesmo motivo, os aminoacidos s&o pouco soluveis em solvente
nao polares. Solugdes aquosas de aminoacidos possuem constante dielétrica
relativamente alta (DOSE, 1982).

Por apresentarem em sua estrutura um grupo amino e um grupo carboxilico,
os aminoacidos apresentam carater anfétero, ou seja, reagem tanto com acidos
como com bases formando sais organicos. (CONN, 1980).

A Figura 1.1 mostra os vintes aminoacidos e suas respectivas cadeias laterais
(LEHNINGER, 1984).
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FIGURA 1.1 — Classificacdo dos vinte aminoacidos e suas respectivas cadeias

laterais.



O nitrogénio do grupo amino livre, dos aminoacidos presentes nos vegetais,
esta associado com a rebrota das folhas ap6s o corte feito por animais ruminantes.
Resultados de estudos sugerem que essa habilidade de rebrota dos vegetais é
altamente dependente do nitrogénio organico remobilizado na raiz do vegetal,
responsavel pela transferéncia para as folhas novas (LEFEVRE et al., 1991).

Para a identificacdo das formas de transferéncia do nitrogénio e para
estabelecer mecanismos de controle, é necessario avaliar o conteudo de
aminoacidos livres das diferentes partes da planta, assim como as mudancas que
ocorrem apo6s a defoliacao.

Com esse objetivo, duas abordagens devem ser tomadas. Primeiramente
devem ser realizados estudos voltados a definigdo da origem do nitrogénio foliar,
para estimar o tempo de percurso e o tempo de acumulagédo durante a rebrota da
folha. Segundo, é importante avaliar os efeitos qualitativos e quantitativos do corte, e
a composigao dos aminoacidos livres da planta durante os primeiros dias de rebrota
das folhas (LEFEVRE et al., 1991).

Segundo os resultados obtidos pelos autores, durante os primeiros quatro
dias de rebrota, o nitrogénio total das folhas era originado principalmente da
remobilizagdo do nitrogénio reduzido soluvel e das proteinas das raizes. Apos o
sexto dia, o nitrogénio foliar resultante do NO; e do NH; aumentaram
progressivamente, e passaram a representar dois tercos do nitrogénio total em 14
dias. Durante este tempo ndo havia nenhum desequilibrio significativo entre o
NO3/NH4, embora houvesse uma pequena preferéncia para o nitrato (LEFEVRE et
al., 1991).

Estes resultados mostram claramente que os aminoacidos exercem um papel
fundamental na rebrota adiantada das folhas, através da fragao soluvel organica do
nitrogénio ou da reserva da proteina das raizes (LEFEVRE et al., 1991).

Duas fases podem ser detectadas em mudangas dos aminoacidos livres
durante a rebrota da folha. No primeiro dia, os niveis de alguns aminoacidos
principais cairam (acido glutdmico e serina), enquanto outros claramente
aumentaram (prolina, treonina, asparagina e glutamina). Apds o primeiro dia, o acido
glutédmico e a serina das folhas foram restaurados progressivamente. Entretanto, os
niveis de glutamina, prolina e asparagina diminuiram (LEFEVRE et al., 1991).

A partir do descrito nos paragrafos anteriores, € possivel avaliar a relevancia
de serem devidamente avaliadas a quantidade de aminoacidos totais presente na

amostra vegetal.



Sendo assim, neste trabalho & proposta a constru¢do de um sistema de
multicomutagao, o qual sera aplicado para determinacdo de aminoacidos totais em

amostras vegetais.



REVISAO DE LITERATURA




2. Revisao de Literatura

2.1 Extracdo de aminoacidos

Dentre os diferentes métodos para extragdo de aminoacidos, destaca-se a
extracdo com etanol 80% (v/v) e cloroférmio. Esse método consiste em triturar o
material vegetal na presenga de etanol e posterior extracdo com cloroférmio
(PASSOS, 1996).

Outro método, descrito por WINTERS, et al., (2002), consiste na extragao de

aminoacidos de amostras vegetais utilizando somente agua destilada a 95°C.

2.2 Determinacdo de aminoacidos

Existem varios métodos para a determinacdo de aminoacidos, sendo que uma
das maneiras para se determinar cada aminoacido separadamente, € com o
emprego da cromatografia de troca-ibnica, explorando assim o seu comportamento
acido-base para a quantificagdo (LEHNINGER, 1984).

Um método alternativo para a determinacdo de aminoacidos totais, foi
proposto por SPACKAM, et al., (1958). Esse método consiste na reagao
colorimétrica entre os grupos funcionais amino e carboxila dos aminoacidos com o
reagente ninidrina (CgHsO4). Nessa reacdo, o aminogrupo dos aminoacidos, sofre
oxidagao por um agente oxidante mais fraco, a ninidrina, formando aménia, CO; e
aldeido (RCOH), obtido pela perda de um atomo de carbono do aminoacido original.
Nessa reacdo, um equivalente da ninidrina serve como oxidante do aminoacido,
formando uma ninidrina na forma reduzida. Um segundo equivalente da ninidrina
oxidada reage entdo com a ninidrina reduzida e com a aménia formada, para formar
um complexo roxo, o qual vai ser detectado através de um espectrofotometro VIS no
comprimento de onda de 570 nm. (Figura 2.1) (CONN, 1980).

MOORE (1954), usou o reagente ninidrina para determinagao de aminoacidos
totais e compostos relacionados. LEE (1966) usou o glicerol para improvisar a
determinagcdo de aminoacidos substituindo a ninidrina. SODEK (1978), adaptou a

determinacdo de aminoacidos usando o acido trinitrobenzenosulfénico, em analise
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por injecdo em fluxo. IBOLYA e MARGIT (1989), estudou interacédo do triptofano,
lizosina e tirosina com ninidrina em solugédo fortemente acida. VAN STANDEN e
McCOMARCK (1998), desenvolveu um sistema de injegdo sequencial para
determinacdo de aminoacidos com o acido 2,4,6 trinitrobenzosulfénico. Neste
método, o produto da reacdo apresenta uma coloragdo amarela com absorbancia
maxima em 350 nm. Esse sistema apresentou uma faixa linear de trabalho entre 0 e
1x 102 mol L™, com freqiiéncia analitica de 15 determinagdes por hora e um desvio
padrao relativo inferior a 2,3%. COSTIN, et al., (2003), determinou aminoacidos,
usando analise por injecdo em fluxo fazendo a detecgao por quimiluminescéncia.
Neste trabalho foi realizada a determinagdo de aminoacidos de forma seletiva,
sendo eles: prolina, histidina, tirosina, arginina, fenilalanina e o triptofano. Para obter
essa separagao o autor utilizou uma coluna cromatografica preenchida com C18. O
desvio padréao relativo para cada método foi inferior a 3,9% para cinco replicatas,

com padrdo 1x 10™° mol L™ e limites de deteccéo entre 4 x10° e 7 x10° mol L™.
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Figura 2.1- Reagao entre aminodacidos e ninidrina.
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2.3 Analise em Fluxo

A analise por injecao em fluxo consiste em um processo de mecanizagao de
procedimentos analiticos, no qual a amostra na forma de solugao € introduzida em
um fluido transportador e levada em direcdo ao detector. Durante o transporte, a
amostra pode receber reagentes, sofrer reagbes quimicas e passar por etapas de
separagao, concentragao, etc. (REIS et al., 1989) (Figura 2.2). Na proposta inicial do
sistema por injecao em fluxo, a insercao da amostra no percurso analitico era
efetuada através de uma seringa hipodérmica (RUZICKA e HANSEN, 1975). Devido
a isso, a precisao dependia diretamente do operador, em virtude das variagcdes na
selecdo da amostra e na alteracdo da vazao na etapa da insercdo. Esse problema
foi solucionado pelo uso de injetores proporcionais (BERGAMIN et al., 1978) e
valvulas rotatérias (MURACKI et al., 1992). Nesses sistemas, a amostragem e a
insercdo da amostra sdo realizadas em dois estagios, utilizando um injetor ou
valvula que operam de forma manual, limitando de certa forma a versatilidade do
sistema. Visando maior independéncia do operador, foi proposto o uso de valvulas
solendides de trés vias (PASQUINI e FARIA, 1991), que oferecem a vantagem de
acionamento discreto, individual, de forma automatizada. Posteriormente, seu
emprego deu origem ao conceito de multicomutagcdo e amostragem binaria (REIS et
al., 1994), que permitem o emprego de menores volumes de reagentes, sendo a
insergcao da amostra e dos reagentes feita utilizando as valvulas solendides de trés
vias, e em alguns casos utilizando apenas um canal de bombeamento. Além disso,
uma pequena alteragdo no programa de controle e uma variagdo na sequéncia de
acionamento das valvulas solendides permitem que mudangas sejam efetuadas sem
alterar a estrutura fisica do médulo de analise. O sistema de multicomutagao é
caracterizado pela sua alta versatilidade e por se aplicar em diversos sistemas em
fluxo com diferentes configuragdes. Essa técnica proporcionou o desenvolvimento
de sistemas mais simples, versateis e miniaturizados em comparacdo com o0s
sistemas em fluxo utilizados. Além disso, os sistemas de multicomutacao
disponibilizam uma selegéo aleatéria dos reagentes, uma automatizagdo completa, e
uma expansao da escala analitica, das aplicacdes e das crescentes potencialidades
das metodologias ja existentes (ZAGATTO, et al., 1999).

O sistema de multicomutagao teve sua aplicacdo evidenciada em diferentes

métodos analiticos. Como exemplo, tem sido amplamente empregado em sistemas
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onde se torna necessaria a diluigdo controlada, ou em determinagdes sequenciais,
assim como para aumentar o tempo de residéncia nas leituras, ou para separagao
ou concentragdo em linha, entre outras aplicagdes (ROCHA, et al., 2002). Como os
demais sistemas em fluxo, sua aplicagdo tem sido ampla na determinacao de varios
analitos empregando diferentes detectores. Como exemplo, ICARDO, et al. (2001)
utilizaram a técnica de multicomutagcdo para determinagao de cloreto por difusao
gasosa com deteccdo espectrofotométrica a 445 nm. VIEIRA, et al. (2001),
construiram um sistema em fluxo usando a gravidade para determinagéo
turbidimétrica de sulfato. ROCHA, et al. (2003), utilizaram a técnica de
multicomutagcdo para determinacdo de vitaminas em preparos farmacéuticos.
TUMANG, et al. (2001), propuseram um sistema em fluxo usando multicomutacéo
para determinagdo espectrofotométrica de L (+) lactato em silagem, explorando

reacao enzimatica.

Fase 1 l,ﬂ.masrra njecac

—_—

Figura 2.2: Analise por inje¢cao em fluxo.
(Modificado da www.flowinjection.com)

2.4 Planejamento Fatorial

A obtengdo do sinal analitico nos sistemas em fluxo ou multicomutacdo é
diretamente dependente de varios fatores. Como exemplo tipo, velocidade, e

estequiometria da reacdo, além da maneira como esta sera utilizada. Com isso,
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torna-se necessario uma otimizacdo das condi¢cdes de operagao do sistema a ser
empregado. Nesse enfoque, planejamentos experimentais tém sido cada vez mais
utilizados para a otimizagao dos sistemas. Um planejamento experimental adequado
consiste na projecao de experimentos, 0os quais sejam capazes de fornecer a
informacao de interesse. Devem ser definidas as variaveis do sistema e o tipo de
resposta a ser obtida. Sendo definidos esses parametros, testes serao realizados
alterando as condigdes do sistema, para que a resposta de interesse seja analisada
(BARROS NETO, et al.,1995).

As variaveis do sistema sao definidas por um planejamento fatorial, que € o
método usado para selecionar as variaveis que apresentam influéncia na resposta
obtida no sistema proposto, se comportam de forma independente ou associada, e
se essa influéncia sera negativa ou positiva (BARROS NETO, et al.,1995).

O numero de experimentos a ser realizado em cada planejamento fatorial
depende do valor, e dos niveis maximo e minimo de cada variavel. Para construir
um planejamento fatorial, primeiro é necessario estipular os niveis maximo e minimo
de cada variavel que serdo empregados nos experimentos (BARROS NETO, et
al.,1995).

O efeito principal de uma variavel no sistema é calculado pela diferenga entre
a resposta média obtida quando uma determinada variavel foi estudada em seu nivel
superior € a resposta média, em relacdo a mesma variavel em seu nivel inferior. O
efeito de interagcdo entre as variaveis € calculado pela diferenca entre a resposta
média obtida quando os niveis estudados foram alternados para cada uma das
variaveis (BARROS NETO, et al.,1995).

2.5 Condicbes da reacao analitica

Nos estudos realizados para determinacdo de aminoacidos totais, utilizou-se
a reacdo entre aminoacidos e ninidrina, para a formagdo de um complexo
colorimétrico denominado “Ruhemann’s purple”. Nesta reacdo o-aminoacidos
reagem com a ninidrina, sendo necessarias duas moléculas de ninidrina para cada
molécula de aminoacido para formar o complexo colorido. Essa reacdo envolve o
deslocamento de uma espécie nucleofilica de um grupo OH da ninidrina, por um
grupo amino nao-protonado. (Figura 2.3) (FRIEDMAN, 2004).
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Parametros polares e estéricos estdo envolvidos durante o deslocamento
nucleofilico do grupo OH da ninidrina por um grupo NH na primeira etapa da reagao.
Resultados sé&o consistentes com o propésito de que a primeira etapa da reacao é a
etapa determinante. Os produtos da reagao de aminoacidos com ninidrina sdo CO.,
aldeido (RCHO) e o complexo colorido denominado “Ruhemann’s purple” (RP).
(FRIEDMAN, 2004).

Em alguns casos, o complexo RP ndo corresponde ao esperado equivalente
estequiométrico por grupo amino. Possiveis razdes para esse comportamento nio-
ideal incluem formacgao lenta, aspectos reacionais, instabilidade hidrolitica, oxidativa
e fotolitica e cor interferente. Estudos mostram a contribuigdo de dois desses
fatores: (FRIEDMAN, 2004).

a) Reagao lenta: Alguns agrupamentos amino reagem com a ninidrina mais
lentamente que outros, resultando um produto de coloracdo fraca em um
determinado tempo de reacado, podendo ser determinado, apesar de se tratar de
uma reagdo incompleta, principalmente se for empregado sistemas em fluxo. De
qualquer modo, medindo a formagdo da cor em varios intervalos de tempo é
possivel a obtencdo do valor maximo.

b) Equilibrio desfavoravel: Desde que a reagdo tem varias etapas, essa
reacao apresenta varios pontos nos quais a amina pode ser convertida para a
formagdo do RP. A descarboxilagéo (perda de CO;) e a formagdo de aldeido s&o
essencialmente irreversiveis. Assim, qualquer equilibrio anterior a essa ultima etapa
(formacao de aldeido), pode somente reduzir a velocidade da reacgao.

Alternativamente, a hidrolise de catalise acida do RP em baixos valores de pH
torna relativamente rapido o tempo da reacéo (Figura 2.4). O equilibrio é alterado
por um aumento do pH e remocédo da NHs. Essa reagao requer redugéao em alguns
passos, e tudo indica que o proprio excesso de ninidrina atue como agente redutor.
Um procedimento proposto por TAHBOUB e PARDUE (1985), empregou diferentes
tipos de aminoacidos, usando o método da ninidrina, e avaliou a absorbéancia obtida
em funcdo do tempo de reacdo. O intervalo de tempo avaliado foi entre 8 e 358
segundos. Além do tempo de reacgao, neste trabalho também foram avaliados o
efeito do pH, o efeito da temperatura e o efeito da concentracdo da ninidrina na
absorbancia obtida. Os resultados mostraram que as melhores condicbes de
trabalho para o método proposto foram obtidas utilizando um valor de pH de 5,4,

concentracdo da ninidrina de 0,165 mol L™ e tempo de reacéo entre 60 e 120 s, além
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de temperatura de aproximadamente 80°C. Entre os diferentes padrbes de

aminoacidos avaliados estdo a glicina e a leucina.
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3. Material e Métodos

3.1 Solucdes

As solugdes utilizadas neste trabalho foram preparadas empregando-se
reagentes de pureza analitica. A agua utilizada como solvente foi previamente
destilada, desionizada e purificada em sistema Milli-Q® até resistividade 18 MQ cm.

Para realizacdo da limpeza de todo o material utilizado nos experimentos foi
utilizada agua destilada e deionizada, além de banho de 10% v/v, em acido nitrico
durante 24 horas, para descontaminagao.

Os reagentes ninidrina, sulfato cuprico e hidréxido de sédio foram adquiridos
da Vetec, hidroxido de amoénio, etileno glicol monometil éter, cloreto férrico e acido
cloridrico foram adquiridos da Synth, o acido acético foi adquirido da Merck, e o

reagente 4-aminoantipirina foi adquirido da ICN Biomedicals.

Solucbdes Estoque de Aminoacidos

a) Solugao estoque de cisteina 0,1 mol L™

Foram pesados 1,210 g de cisteina, adquirida em farmacia de manipulagao, (Deg
Importacao de Produtos Quimicos Ltda, Sao Paulo). Dissolvidos, usando HCI 0,1mol
L. Em seguida, essa solugéo foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL e

o volume completado com HCI 0,1 mol L.

b) Solucdo estoque de leucina 0,1 mol L™

Foram pesados 1,310 g de leucina, adquirida em farmacia de manipulacao, (Deg
Importagdo de Produtos Quimicos Ltda, S&do Paulo). Dissolvidos com solugdo HCI
0,1 mol L. Em seguida a solugéo foi transferida para um baldo volumétrico de 100

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

c) Solucao estoque de cistina 0,1 mol L™

Foram pesados 2,400 g de cistina, adquirida em farmacia de manipulagao,
(Deg Importagcéo de Produtos Quimicos Ltda, Sado Paulo), que foram dissolvidos em
solugdo HCI 0,1 mol L. Em seguida a solucdo foi transferida para um baldo

volumétrico de 100 mL e o volume completado com HCI 0,1 mol L.
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d) Solugao estoque de arginina 0,1 mol L™:

Foram pesados 1,740 g de arginina, adquirida em farmacia de manipulagao,
(Deg Importagéo de Produtos Quimicos Ltda, Sao Paulo), que foram dissolvidos em
solugdo HCI 0,1 mol L. Em seguida a solucdo foi transferida para um baldo

volumétrico de 100 mL e o volume completado com HCI 0,1 mol L™.

e) Solugao estoque de glicina 0,1 mol L

Foram pesados 0,750 g de glicina, adquirida em farmacia de manipulacéo,
(Deg Importagcéo de Produtos Quimicos Ltda, Sao Paulo), que foram dissolvidos em
solugdo HCI 0,1 mol L. Em seguida a solucdo foi transferida para um baldo

volumétrico de 100 mL e o volume completado com HCI 0,1 mol L.

f) Solugcdo de referéncia para obtencédo das curvas de calibragdo para avaliagédo do

sistema de multicomutacgao.

Todos os padrdes utilizados no preparo das solu¢des descritas anteriormente,
apresentaram valores de pureza dentro das especificagdes do fabricante, sendo,

acima de 99,8% de pureza para todos os padroes utilizados.

As curvas analiticas foram preparadas a partir das diluigdes das solucdes

estoque dos aminoacidos.

3.1.1 Solucao tampéo

A solucado tampao acetato de soédio com pH entre 5,3 e 5,4, foi preparada a
partir de uma solugéo de NaOH 1,0 mol L, e uma solucdo de acido acético 1 mol L°
', Adicionou-se 5 mL de hidréxido de sédio e 6 mL de acido acético para um volume

final de 50 mL. O valor do pH foi ajustado com a solugdo de NaOH 1 mol L™,

3.1.2 Solugéo de Ninidrina

A solugdo de ninidrina 0,2 mol L™, foi preparada dissolvendo, em béquer de
10 mL, 1,786 g de ninidrina em 2-metoxietanol (etilenoglicol-monometiléter). A
sequir, a solugao foi transferida para um baldo volumétrico de 50 mL e completou-se

o volume com 2-metoxietanol.
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3.2 Instrumentacao

3.2.1 Método

O método para determinagdo de aminoacidos totais em amostras vegetais,
baseou-se na reagdo entre os grupos funcionais amino e carboxila dos aminoacidos
com a ninidrina. Nessa reacdo, o nitrogénio do grupo amino reage com duas
moléculas da ninidrina formando um complexo roxo chamado de “Ruhemann’s
purple”’, o qual pode ser detectado no comprimento de onda de 570 nm
(LEHNINGER, 1984).

3.2.2 Equipamentos e acessorios

O sistema de multicomutacao utilizado para determinagdo de aminoacidos
totais, presentes em amostras vegetais empregou 5 valvulas solendides de trés vias
Nresearch Incorporated, modelo 161T031 (Figura 3.1), uma bomba peristaltica com
canal unico e rotagao variavel (Gilson), equipada com tubo de Viton® (d.i.=2,79 mm),
para aspiragao das solugoes e tubos de polietileno de 0,8 mm d.i., para construgao do
percurso analitico, incluindo neste, uma bobina de mistura medindo 150 cm (Figura
3.1).

Figura 3.1 — Valvulas solendides de trés vias utilizadas no sistema para adi¢do das
solugdes no percurso analitico.
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A Figura 3.2 ilustra o sistema utilizado, sendo BP, bomba peristaltica (Gilson®
mod. Miniplus 3); manta aquecedora Fisatom, microcomputador com interface
eletrénica (Advantech, PCL 711S) utilizada para controlar as valvulas solendides, a
bomba peristaltica e o registro dos sinais; Det., detector (espectrofotdbmetro modelo 432
FEMTO) com cela de fluxo com caminho 6ptico de 1 cm, A = 570 nm; e direcionamento
da coleta para futuro tratamento. O sistema foi controlado por um programa de
controle desenvolvido pela Embrapa Instrumentagdo Agropecuaria dentro do
programa MultSwitch utilizando plataforma Labview. A operagéo deste programa
permite o controle de todo o sistema de multicomutagao, incluindo a velocidade de

rotacdo da bomba peristaltica, a abertura e fechamento das valvulas solendides, o

tempo de ocorréncia de cada passo, além da aquisi¢cao dos dados (Figura 3.3).

Figura 3.2 - Foto do sistema utilizado, sendo: A - bomba peristaltica; B - valvulas
solendides; C - espectrofotdmetro VIS; D - bobina de reacao; E - manta aquecedora.

Na realizacdo do teste de interferentes, foi utilizado para a determinagao da
concentragdo de metais presentes nas amostras um (ICP OES) espectrémetro de
emissao optica com plasma indutivamente acoplado, marca Varian mod. Vista RL.
Para o preparo das amostras, foi utilizado liofilizador (EC Apparatus mod.
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MicroModulyo), seguido da moagem em moinho criogénico (SPEX CertiPrep mod.
6750).
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Figura 3.3 - Tela do programa MultSwitch utilizado no sistema de multicomutagao
para o controle do processo analitico.

3.2.3 Descrigao do Programa de Execucao

No diagrama de blocos na FIGURA 3.4, esta representado a operagédo do

programa proposto.
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FIGURA 3.4 - Diagrama de blocos representando a operagdo do programa
proposto.

Na execugdo do programa sdo solicitadas ao usuario as seguintes variaveis:
duracao do intervalo de tempo de acionamento das valvulas solendides, sequéncia
de acionamento das valvulas solendides, velocidade de rotacdo da bomba
peristaltica, duracédo do intervalo de parada de fluxo no reator de mistura, tempo de
leitura e numero de repetigdes. Efetuada essa etapa de configuragdo dos dados, o
microcomputador assume o controle do processo analitico (Figura 3.3).

A configuracdo dos dados do programa de execucgao € realizada através do
icone Arquivo de Programacgao, o qual se encontra na tela principal. Neste arquivo
de programacgao, é entdo criado um programa onde estdo dispostas as etapas de
execucdo para a leitura do sinal transiente. Para a construgdao do arquivo é
necessario definir quais serdo as etapas a serem seguidas. Cada linha do programa

representa uma etapa, no qual deve ser definida a valvula solendide que
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permanecera aberta ou fechada, velocidade de rotagdo da bomba peristaltica com
seu sentido de rotacao e para finalizar, o tempo de duragcido da respectiva etapa. No
final da programacédo é necessario criar uma etapa de forma que o programa
encerre seu ciclo, com todas as valvulas na posigéo fechada seguido do termo END.

A definicdo de quais valvulas permanecerao fechadas ou abertas durante
cada etapa é feita pelo cdédigo binario, utilizando numeraracédo 0 e 1, fechada e
aberta, respectivamente. A velocidade de rotacdo da bomba peristaltica é descrita
em termos de porcentagem de rotagdo, a qual representa uma porcentagem do valor
ajustado na préopria bomba peristaltica. Cada etapa é entdo definida pela seqiéncia
de abertura das valvulas solendides, seguido da velocidade de rotagdo da bomba
peristaltica, o sentido de rotagcdo e, por fim, o tempo de acionamento para as
respectivas valvulas desta etapa. O programa de execugao criado para realizagao
da determinacdo de aminoacidos totais esta representado na Tabela 3.1, onde o
sentido de rotacao referente a aspiragdo das solucdes é representado pela sigla
CCW (anti-horario). Para criar o programa de execugao é necessario representar as
seis valvulas solendides existentes no programa (Figura 3.3), independentemente de
todas elas serem utilizadas. No sistema, foram utilizadas cinco valvulas solendides,

com isso, a sexta valvula permaneceu desligada.

Tabela 3.1 — Programa de execugdo usado para determinagcdo de aminoacidos
totais.

Valvulas Velocidade (%) Sentido Tempo (s)

1,0,0,0,0,0 40 CCW 2
0,1,0,0,0,0 40 CCW 7
0,0,1,0,0,0 40 CCW 3
0,0,0,1,0,0 40 CCW 3
1,0,0,0,0,0 40 CCW 5
1,0,0,0,0,0 0 CCW 150
1,0,0,0,0,0 80 CCW 7
1,0,0,0,1,0 80 CCW 5
1,0,0,0,0,0 40 CCW 15
1,0,0,0,0,0 100 CCW 45
0,0,0,0,0,0 0 CCW 0

END
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3.2.4 Funcionamento do modulo de analise e estudo das variaveis do
sistema.

O funcionamento do médulo de analise proposto esta representado na Figura

3.5.
R, R, T
¢
V2 va Vi
_....B______
,,,,,, T i |
Atw A
90°C Desb.

FIGURA 3.5 - Sistema de multicomutacdo proposto para determinagdo de
aminoacidos totais. A, amostra; T, solugéo transportadora; R1, reagente 1 (tampéao
acetato-sodio); R2, reagente 2 (solugdo de ninidrina); D, detector; BP, bomba
peristaltica B, Bobina de reagao; V1 a V5, valvulas solendides.

No sistema, a solugdo transportadora (H,O) é introduzida inicialmente no
sistema. Em seguida, é feita a aspiracdo da solugdo de ninidrina, seguido da
aspiragcao da amostra e da solugdo tampao acetato-sédio, que sio direcionadas a
bobina de reagdo (150 cm). Nesta etapa, o fluxo é parado na bobina de reagéo,
imersa em um banho aquecido a 90°C. O aquecimento da mistura é indispensavel
para que ocorra a reagao. Devido a alta temperatura, o sistema apresenta formagao
de bolhas, as quais interferem na leitura do sinal transiente dentro da cela de fluxo
no detector. Portanto, foi necessario o uso de um desborbulhador para solucionar o
problema (Figura 3.6). Apds a parada de fluxo na bobina de reagdo, a mistura é
entdo aspirada em diregdo ao desborbulhador, para eliminar as bolhas através do

desborbulhador, e logo em seguida, permanecendo a mesma vazao, a valvula 5 é
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fechada durante essa etapa, para garantir que todo o produto da reacéo passe pelo
desborbulhador e siga em direcdo ao detector levado pela solugdo transportadora.
Logo apos é realizada a leitura do sinal transiente. Apds essa etapa, a valvula 1
permanece aberta, levando a solugdo transportadora para que seja efetuada a
limpeza do percurso analitico e da cela de fluxo. O programa de acionamento das
valvulas solendides e da bomba peristaltica com os respectivos tempos e vazdes, €
apresentado na Tabela 3.2 e esta divido em 10 etapas:

Figura 3.6 — Foto do desborbulhador usado no sistema de multicomutagao

Etapa 1: a valvula 1 esta aberta e a bomba peristaltica € acionada para
efetuar a aspiracdo da solucdo transportadora (H,0), com vazdo de 3,1 mL min™,
durante 2 s.

Etapa 2: a valvula 2 é aberta e a solugao de ninidrina é aspirada com vazao
de 3,1 mL min™, durante 7 s.

Etapa 3: a valvula 3 é aberta e a amostra é aspirada durante 3 s, com vazao
de 3,1 mL min™.

Etapa 4: a valvula 4 é aberta e entdo a solugdo tampao acetato de sodio é
aspirada durante 3 s, com vazao de 3,1 mL min™.

Etapa 5: a valvula 1 é aberta e a solugao transportadora é aspirada durante 5
s, com vazdo de 3,1 mL min” para que a mistura reacional alcance a bobina de
reacao.

Etapa 6: Parada de fluxo dentro da bobina de mistura (150 s com

temperatura de 90°C).
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Etapa 7: a valvula 1 € aberta e o sistema aspira a solugao transportadora com
vazdo de 5,6 mL min', durante 7 s, para que o produto da reagdo alcance o
desborbulhador.

Etapa 8: a valvula 1 permanece aberta com a mesma vazao da etapa anterior,
sendo acionada simultaneamente a valvula 5 para a posicao fechada, fazendo com
que todo o produto reacional seja direcionado ao detector. Essa etapa tem duragao
de 5.

Etapa 9: a valvula 1 permanece aberta, sendo acionada durante 15 s, a uma
vazdo de 3,1 ml min™'. Nesta etapa a mistura passa pelo detector, sendo realizada a
leitura do sinal transiente em 570 nm.

Etapa 10: a valvula 1 esta aberta, sendo a solugdo transportadora (H,O),
aspirada durante 45 s a vazdo maxima (6,6 mL min™'). Nesta etapa é realizada a

limpeza do percurso analitico e da cela de fluxo.

Tabela 3.2 - Sequéncia de acionamento das valvulas solendides e da bomba
peristaltica.

ETAPA VALVULA SOLUGAO VAZAO TEMPO

(mL min™) (s)
1 1 H,O 3,1 2
2 2 Ninidrina 3,1 7
3 3 Amostra 3,1 3
4 4 Tampao 3,1 3
5 1 H.0O 3,1 5
6 1 H.0O 0 150
7 1 H,O 5,6 7
8 1eb5 H.O 5,6 5
9 1 H.0O 3,1 15
10 1 H.0O 6,6 45

A sequéncia de acionamento das valvulas solendides descrita na Tabela 3.2,
esta representada no diagrama de tempo (Figura 3.7), onde as etapas do programa
estdo representadas em blocos em fungdo do tempo e da seqiéncia de

acionamento.
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FIGURA 3.7 — Diagrama de tempo de acionamento para as respectivas valvulas V1
a V5. TA — Tempo de Amostragem das solugdes, TPF — Tempo de Parada de Fluxo,
TLT — Tempo de Leitura do Sinal Transiente e TLP — Tempo de Limpeza do
Percurso Analitico.

Por se tratar de um sistema em linha unica, foi criado um programa para
realizar a limpeza da alga de amostragem. Apdos o ciclo completo do programa de
execugao, o sistema é entdo desligado automaticamente e com isso o operador
deve selecionar o programa de limpeza da alga de amostragem, sendo feita a troca
das solugbes na valvula referente a amostra ou solugdo padrdo. O programa de

limpeza da alga de amostragem é descrito na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Programa usado para limpeza da alga de amostragem.

Valvulas Velocidade (%) Sentido Tempo (s)
1,0,0,0,0,0 100 CCW 5
0,0,1,0,0,0 50 CCwW 8
1,0,0,0,0,0 100 CCW 10




29

3.2.5 Planejamento Experimental

As variaveis que influenciam diretamente no sinal analitico, como volume da
amostra, volume da ninidrina e concentragdo do reagente, tempo de parada e
tamanho da bobina de reagado, foram otimizados simultaneamente, utilizando a
metodologia do planejamento fatorial (BARROS NETO et al., 1995).

Os niveis para os parametros otimizados foram variados conforme descrito na
tabela 3.4.

Tabela 3.4 — Variaveis estudadas com seus niveis baixo e alto para o planejamento
fatorial 2°.

Variavel Nivel Baixo () Nivel Alto (+)
Concentracao ninidrina 0,16 mol L™ 0,5 mol L™
Volume ninidrina 100 pL 260 pL
Volume amostra 50 pL 260 pL
Tempo de parada na bobina de reagao 15s 30s
Tamanho da bobina de reacao 25cm 75 cm

Para o calculo do efeito de interagdes entre as variaveis, foi utilizado um
programa computacional de dominio publico, denominado fatorial (parte integrante
de BARROS NETO et al., 1995).

Em funcdo dos resultados obtidos com o planejamento fatorial 2°, o
experimento foi refeito empregando um planejamento 2° + estrela cujo planejamento

esta descrito na Tabela 3.5.
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Tabela 3.5 — Variaveis estudadas em seus niveis baixo e alto para o planejamento
fatorial 2° + estrela.

Variavel Nivel Baixo () Nivel Alto (+)
Volume Amostra 200 pL 410 uL
Volume Ninidrina 200 puL 410 pL

Tempo Parada Fluxo 20s 40 s

3.3 Teste de Interferentes

Segundo WINTERS et al, (2002), a ambnia apresenta uma resposta ao
método da ninidrina. Desta forma, tornou-se necessaria a avaliagao do teor médio

de amodnia presente nas amostras.

Para a determinacdo de amonia, foi preparada uma solu¢cdo de hidroxido de
s6dio 1,5 mol L™ com 2% de EDTA.

Nessa reacdo o NaOH reage com o NH;*, aumentando dessa forma o pH e
formando aménia. O EDTA utilizado serve como complexante dos metais presentes

na solucéo, garantindo dessa forma que se obtenha somente a aménia para leitura.

Nesse sistema a amoénia presente na amostra é separada através de uma
camara de difusdo gasosa e direcionada para o detector, sendo a deteccao

realizada através da diferenca de condutividade. (Figura 3.8).
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A determinagao de aménia nas amostras foi baseada em um sistema utilizado
na EMBRAPA Pecuaria Sudeste, com modificagbes da proposta original por LEMOS
et al, (2002).

C.D.G. —] ¢
7\
A <
e [ AN
D

Figura 3.8 — Sistema em fluxo utilizado para determinagao de amdnia nas amostras. A —
Amostra; R1 — Transportadora 1 (NaOH 1,5 mol.L™"); T — Solugdo Transportadora (Agua
Destilada); C.D.G. — Camara de Difusdo Gasosa; C — Condutivimetro; D — Descarte.

—
\
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O procedimento descrito por WINTERS et al (2002), para extragdo dos
aminoacidos foi usado para a extragcdo da amdnia das amostras de plantas.

3.4 Amostras

As amostras vegetais foram preparadas conforme descrito por WINTERS e
colaboradores (2002), com modificagdo. As amostras inicialmente foram liofilizadas e
moidas em moinho criogénico. Em seguida, pesou-se 100 mg em tubos tipo “falcon”
de 50 mL e adicionou-se 4 mL de agua. Tampou-se os tubos e aqueceu por 25 min
em banho com agua a temperatura de ebulicdo. Logo apds, homogenizou-se e
submeteu-se a um resfriamento a 20°C. Esperou-se a decantacdo da matéria
particulada e coletou-se 1,5 mL do sobrenadante para posterior centrifugacao a
3000 x g por 10 minutos para clarificar a solugdo. Em seguida, o sobrenadante foi
retirado para analise. O programa utilizado na moagem criogénica das amostras,

esta representado na Tabela 3.6.
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Tabela 3.6 — Programa utilizado para moagem criogénica das amostras

Etapa Funcao Tempo (min)
1 pré-congelamento 3
2 moagem 2
3 resfriamento 1

O ciclo completo para moagem da amostra teve duragcéo de 11 min, pois a

etapa 2 foi repetida por trés vezes, sendo intercalada pela etapa de resfriamento.



RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. Resultados e Discussao

4.1 Preparo da Amostra

O método de extracdo de aminoacidos adotado consiste na extragao
utilizando apenas agua destilada como solvente (WINTERS, et al., 2002).

A liofilizacdo e a moagem criogénica foram utilizados para o pré-tratamento
das amostras. A liofilizagdo proporciona a desidratagdo da amostra a baixas
temperaturas e a moagem criogénica reduz o tamanho de particula de maneira
representativa. Ambos procedimentos empregam congelamento em meio N liquido,
evitando problemas de aquecimento e uma possivel degradagdo dos aminoacidos
(WINTERS, et al., 2002).

4.2 Estudos relacionados a otimizacao das variaveis do sistema

Testes para otimizagao do sistema foram realizados com a proposta do
sistema de multicomutacéo representado na Figura 3.5.

Entre as avaliagdes realizadas para otimizagcdo do sistema, foi avaliada a
influéncia da temperatura. Na auséncia do banho de aquecimento nao foi possivel a
ocorréncia da reacdo. Com isso, foram realizados testes utilizando o banho de
aquecimento, com parada de fluxo da zona de amostra na bobina de reagao por 120
s, nas seguintes temperaturas: 40, 50, 60, 70, 80 e 90 °C, sendo que, somente
acima de 85 °C foi observado resposta no sistema. Diante disso, a temperatura foi
fixada em 90°C. Para a realizacao desses experimentos, foi utilizada solugéo 0,2 mol
L™ de ninidrina e solucdo tampao acetato de sédio com pH 5.4.

O valor do pH utilizado foi fixado em 5.4, com base nos resultados do trabalho
de TAHBOUB e PARDUE (1985), onde o melhor valor de pH obtido foi de 5.4,
concentragdo da ninidrina de 0,165 mol L™ e tempo de reagdo entre 60 e 120 s.

Com objetivo de obter a melhor mistura das solugdes no sistema, diversos
testes foram realizados visando a melhor forma de insergao das solu¢des no sistema
proposto. Entre os testes realizados, foi avaliada a insergao dos reagentes de forma

conjunta, e a adicao dos reagentes em separado, alterando a ordem entre eles.
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Entre todas as formas analisadas, a sequéncia descrita anteriormente (item
3.2.4), foi a que apresentou melhor resposta, sendo o reagente, solugdo da amostra
e tampao acetato de sddio.

Testes preliminares univariaveis foram realizados, visando obter o volume
mais adequado para os reagentes utilizados e a melhor concentragdo para a
ninidrina.

Primeiramente foram realizados testes para a definicho do volume da
amostra. Foi fixado o volume do reagente em 400 pL, na concentracdo 0,4 mol L™ e
150 uL do tampéo acetato de sodio. O volume da amostra foi variado entre 100uLe
400uL (Figura 4.1).

Os resultados mostram que o volume da amostra fixado em 100uL o valor da
absorbancia aumentou gradualmente. Para um volume de 200uL a resposta obtida
também aumentou de forma linear, sendo que quando o volume da amostra inserido
foi de 400uL o sinal ndo apresentou aumento.

Nas pré-condi¢cdes estabelecidas, na faixa de concentragcdo estudada na
curva analitica (até 1,5 x 10 mol L™ de cisteina), o volume de 200 pL apresentou-se

adequado.

0,800
0,700 -
0,600 - =
0,500 1 - —— 100
0,400 - 200
0,300 - —— 400
0,200 -
0,100 -
0,000

Absorbancia

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Cisteina (mmol/L)

Figura 4.1 — Efeito do aumento do volume da amostra. Condigbes: 400uL de
ninidrina 0,4 mol L, 150uL da solugdo tamp3do acetato de sédio. Os volumes
avaliados foram de 100, 200 e 400uL.
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Para avaliar o efeito do volume de ninidrina sobre o sinal analitico no método,
foi realizado um teste variando o volume da ninidrina em 100, 200 e 400uL. Os
volumes da amostra e, da solugao tampao foram ambos fixados em 150uL (Figura

4.2).

®©
2 100
«©
3 ——200
2
2 —— 400
<

0,000 ‘ ‘
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Cisteina (mmol/L)

Figura 4.2 — Efeito do volume da ninidrina (0,2 mol L") na absorbancia, usando
150uL de solucdo analitica de cisteina e 150uL da solugéo tampao acetato de sodio
(pH 5.4). Os volumes de ninidrina usados foram de 100, 200 e 400uL.

Os resultados do estudo realizado para avaliar o efeito do volume da ninidrina
mostraram um aumento significativo na absorbancia com o aumento do volume do
reagente. Com base nesses resultados o volume de reagente para 150uL de
solucao padrao € de 400uL.

Para avaliar o efeito da concentracdo da ninidrina no método foi realizado um
teste usando a ninidrina nas seguintes concentracdes: 0,2; 0,3 e 0,4 mol L. Os

volumes da amostra e da solugdo tampao foram fixados em 150uL, e o volume da

ninidrina em 350pL (Figura 4.3).
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Figura 4.3 — Efeito da concentragcédo da ninidrina na absorbancia, usando 350uL de
ninidrina, 150 uL da solugao analitica e 150 uL da solugdo tampao acetato de sédio
(pH 5,4). As concentracdes de ninidrina usadas foram de 0,2; 0,3 e 0,4 mol L.

Os resultados obtidos mostraram um aumento no valor da aborbancia com o
aumento da concentragdo da ninidrina.

Com o objetivo de avaliar os resultados obtidos e uma possivel interagcado
entre as variaveis do sistema em um menor numero de experimentos, as variaveis
do sistema foram analisadas de forma conjunta através de um planejamento
experimental.

Os parametros estudados que apresentam influéncia direta no sinal analitico
como volume da amostra, volume da ninidrina, concentracao da ninidrina, tempo de
parada de fluxo na bobina de mistura e tamanho da bobina foram avaliados
conjuntamente, empregando a metodologia do planejamento fatorial (BARROS
NETO et al., 1995). As médias das absorbancias obtidas em cada experimento e a

matriz do planejamento fatorial estdo representadas na TABELA 4.1.
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Tabela 4.1 — Planejamento fatorial 2° utilizado para otimizagdo do sistema de

multicomutacao proposto.

Conc. Volume Volume Tempo  Tamanho Média
Ninidrina Ninidrina Amostra Parada Reator Absorbancia
(mol L™ (nL) (nL) (s) (cm) (n=3)

0,5 100 50 30 75 0,241 + 0,010
0,16 100 50 15 75 0,208 + 0,015
0,5 260 260 15 25 0,537 + 0,003
0,5 100 50 30 25 0,280 + 0,005
0,16 260 260 30 25 0,497 + 0,003
0,5 100 260 30 25 0,288 + 0,010
0,16 100 260 30 75 0,188 £ 0,017
0,5 260 260 30 75 0,791 + 0,003
0,16 100 50 30 25 0,206 + 0,008
0,16 260 260 15 75 0,525 £+ 0,005
0,16 260 50 15 25 0,318 £ 0,003
0,5 260 50 30 25 0,616 + 0,007
0,16 260 50 30 75 0,520 + 0,006
0,16 100 260 15 25 0,202 + 0,008
0,5 260 50 15 75 0,510 + 0,006
0,5 100 260 15 75 0,296 + 0,005

Dentre as variaveis estudadas, os parametros de maior influéncia no sistema,

foram isolados e analisados separadamente. Foram estudados os parametros:

volume da amostra, volume de ninidrina e tempo de parada de fluxo, utilizando a

metodologia de superficie de resposta. Um planejamento fatorial do tipo 2° + estrela

foi montado para a realizagdo desse estudo. A Tabela 4.2 representa a matriz de

planejamento e as médias das absorbancias, calculadas em triplicata. O grafico de

Pareto obtido através dos resultados do planejamento experimental mostrou que

todas as varidveis analisadas sdo representativas, sendo as varidveis que

apresentam a maior representatividade foram o volume da ninidrina, concentragao
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da ninidrina, seguido do volume da amostra e do tempo de parada de fluxo no banho

aquecido.

Tabela 4.2 — Planejamento fatorial 2° + estrela, utilizado para otimizagdo do sistema

proposto.

Volume Amostra Volume Ninidrina

Tempo Parada

Média Absorbancia

(uL) (uL) (s) (n=3)

310 310 30 0,701 £ 0,003
465 310 30 0,577 £ 0,010
310 310 30 0,704 + 0,006
155 310 30 0,845 + 0,006
410 410 20 0,682 + 0,003
310 465 30 0,805 + 0,006
310 310 30 0,708 +£ 0,003
310 310 30 0,710 £ 0,005
310 310 13 0,568 + 0,008
310 310 30 0,704 + 0,005
310 310 47 0,826 + 0,004
310 310 30 0,707 + 0,007
310 310 30 0,705 + 0,006
310 310 30 0,708 + 0,008
410 410 40 0,751 £ 0,005
200 200 40 0,641 £ 0,013
200 410 40 0,972 + 0,008
310 155 30 0,339 + 0,005
410 200 20 0,372 + 0,011
200 410 20 0,713 £ 0,012
410 200 40 0,412 £ 0,010
200 200 20 0,536 + 0,005
310 310 30 0,708 + 0,008
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A equacao:

Abs =-0,167091 — 0,00943174 x Volume Amostra + 0,166578 x Volume Ninidrina +
0,0140132 x Tempo Parada — 0,000758693 x Volume Amostra® + 0,00442708 x
Volume Amostra x Volume Ninidrina — 0,00160625 x Volume Amostra x Tempo
Parada — 0,0130299 x Volume Ninidrina? + 0,00114375 x Volume Ninidrina x Tempo
Parada — 0,0000768995 x Tempo Parada?, representa a superficie de resposta para
o sistema estudado. (BARROS NETO et al., 1995). Na Figura 4.4 esta representado
o grafico de Pareto, o qual mostra a influéncia de cada uma das variaveis estudadas,
0s parametros representativos no sistema e também o efeito das interagdes entre as
variaveis. A direita da linha do grafico de Pareto as varidveis se mostram

representativas. Essa linha representa uma faixa de confianga de 95%.

95%

B:Vol. Ninidrina
A:Conc. Ninidrina

BD

D:Tempo de parada
:Vol. Amostra

BE

E:Reator
BC

AB
CE
AD
AC
DE
CDh
AE

0

20 40 60
Efeito Padronizado

o0
e

Figura 4.4 — Grafico de Pareto representando a influéncia das variaveis e suas
interacdes para o planejamento fatorial 2°.

Com o objetivo de avaliar somente as variaveis mais representativas, um
segundo planejamento experimental foi realizado. Através dos resultados obtidos
pode-se confirmar a relevancia do volume da ninidrina e do volume da amostra

como os parametros de maior influéncia no sistema (FIGURA 4.5).
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Figura 4.5 — Grafico de Pareto representando a influéncia das variaveis e suas
interacdes para o planejamento fatorial 2° + estrela.

Para avaliar o efeito do volume da amostra juntamente com o volume da

ninidrina, foi construido um grafico de superficie de resposta estimada. (Figura 4.6).
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Superficie de Resposta Estimada

o 400 Abs

£ B 0.41-0.46
5 . 0.46-0.51
3= B 0.51-0.56
iz B 0.56-0.61
30 B 0.61-0,66
= B 0.66-0.71
3 B 0.71-0.76
S B 0.76-0. 81
= 0.81-0.86

200
. 200 250 300 350 400

Volume Amostra

Figura 4.6 — Grafico de superficie de resposta estimada para volume da ninidrina e
volume da amostra.

A superficie de resposta mostra um valor maior de absorbancia na area azul
do grafico, para um volume de ninidrina entre 350 e 400 uL, e um volume de
amostra de até 200 puL.

Dessa forma foram definidos os valores para os volumes empregados para
determinagdo de aminoacidos totais, sendo 360 uL de ninidrina, 150 uL da amostra
e 150 pL do tampé&o acetato de sodio.

Os aminoacidos estdo divididos em quatro grupos e estdo classificados
quanto a sua estrutura. Por isso, os aminoacidos diferem quanto ao tempo de
reacao, sendo que alguns deles apresentam a reagdo completa em um intervalo de
tempo menor e para outros a reagao se completa com um tempo um pouco maior
(FRIEDMAN, 2004).

Com o objetivo de avaliar o tempo da reagao para diferentes padrdoes de
aminoacidos e, desta forma, garantir a participacdo de todos os aminoacidos na
reagcdo no sistema proposto. Estudos complementares foram realizados visando
obter um tempo ideal de parada de fluxo no banho de aquecimento, garantindo
desta forma que a reacdo se complete para todos os aminoacidos presentes nas
amostras, evitando a obtencgao de resultados erréneos.

Para a realizagao deste estudo foram usados cinco padrées de aminoacidos,

que se diferem quanto a sua classificagao descrita anteriormente.
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Foram usados os padrdes cisteina, leucina, cistina, arginina e glicina. Os
tempos de reacdo usados neste experimento foram de 0, 40, 90, 120, 150 e 180 s
para os respectivos padrdes, realizando todos os experimentos em triplicata, nas
condicbes experimentais mais adequadas obtidas a partir do planejamento
experimental. A FIGURA 4.7 mostra o efeito do aumento do tempo de parada no
banho de aquecimento para o padrao cisteina. Utilizando uma solugdo com
concentracdo de 1,0 x 102 mol L™ de cisteina, a qual foi preparada a partir da
solucao estoque descrita no item a. Apds os experimentos, observou-se que a
reagao para o padrao cisteina se completa apés um tempo de 90 segundos, sendo
que quando foi usado um intervalo de tempo maior que 120 e 150 s, a absorbancia

registrada permaneceu constante.

Cisteina 1,0 x 10> mol L™
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FIGURA 4.7 - Efeito do tempo de parada de fluxo no banho de aquecimento para o
padrdo cisteina 1,0 x10™ mol L.

O mesmo experimento foi realizado para o padrao leucina, também com
objetivo de avaliar o efeito do tempo de reacdo. A solugdo de leucina foi preparada
com concentracdo de 3,0 x10™ mol L™, a qual foi preparada a partir da solugdo
estoque descrita no item b. A FIGURA 4.8 mostra que acima de 90 s o sinal

registrado permaneceu constante.
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FIGURA 4.8 - Efeito do tempo de parada de fluxo no banho de aquecimento para o
padrgo leucina 3,0 x10° mol L™,

O mesmo experimento foi realizado para o padrao cistina na concentragao 2,0
x10 mol L™, a qual foi preparada a partir da solucdo estoque descrita no item c. A
FIGURA 4.9 mostra serem necessarios 150 s para que o valor de absorbancia se

mantivesse constante.
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FIGURA 4.9 - Efeito do tempo de parada de fluxo no banho de aquecimento para o
padro cistina 2,0 x10° mol L™.

Dando sequéncia aos experimentos relacionados ao tempo de parada de
fluxo no banho de aquecimento, foi avaliado o efeito do tempo de parada de fluxo
para o padrao arginina com concentragao de 2,0 x10 mol L™, a qual foi preparada a
partir da solucédo estoque descrita no item d. A FIGURA 4.10 mostra que acima de

150 segundos a reagao € completada.
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FIGURA 4.10 - Efeito do tempo de parada de fluxo no banho de aquecimento para o
padrao arginina 2,0 x10™ mol L.

Finalizando os experimentos relacionados ao tempo de parada de fluxo no
banho de aquecimento, foi avaliado o efeito do tempo de parada para o padrao
glicina com concentragdo de 3,0 x10° mol L', a qual foi preparada a partir da
solugéo estoque descrita no item e. A FIGURA 4.11 mostra que com o aumento do
tempo de parada de fluxo no banho de aquecimento, a reacdo se completa com um

tempo de 120 s, devido ao fato que acima desse tempo o valor de absorbancia

permanece inalterado.
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FIGURA 4.11 - Efeito do tempo de parada de fluxo no banho de aquecimento para o
padrao glicina 3,0 x10™ mol L™.

Apos os testes realizados com diferentes padrées observando o tempo
necessario para que todos os aminoacidos presentes nas amostras reagissem com

a ninidrina, foi fixado o tempo de 150 s de parada de fluxo no banho aquecido a
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90°C. Os resultados obtidos nos experimentos realizados para o tempo de reagao
aos diferentes grupos de aminoacidos sao semelhantes aos resultados obtidos por
TAHBOUB e PARDUE (1985), que obteve tempo entre 120 e 150 s. Esse
experimento foi necessario por se tratar a proposta de um método para a
determinacdo de aminoacidos totais, evitando assim a obtencdo de resultados
incompletos, mesmo se tratando de um sistema em fluxo, onde ndo ha necessidade
de se completar as reagdes. Desta forma, foi possivel realizar o experimento

empregando apenas um aminoacido como padrao analitico.

4.3 Teste de interferentes

Segundo LEE et al. (2003), os metais Cu (ll) e Fe (lll) apresentam um
decréscimo na absorbancia para determinagdo de alguns aminoacidos na reagéo
com a ninidrina.

Para avaliar a interferéncia dos metais no método proposto, foi inicialmente
realizada a extracdo aquosa dos aminoacidos em amostras de uma forrageira capim
Tanzénia. Em seguida foi realizada a determinagdo da concentragdo dos metais
cobre e ferro utilizando o ICP OES (espectrometro de emissédo Optica com plasma
indutivamente acoplado). As concentragdes encontradas na amostra para os metais
foram de 0,04 mg L de Cu e 0,34 mg L™ de Fe, equivalentes respectivamente a
0,63 x10° mol L™ e 6,07 x10® mol L.

A partir das concentragdes obtidas na amostra analisada, foram realizados
testes de adicado dos metais em diferentes concentragdes e diferentes pontos da
curva analitica. As concentracdes testadas foram de 1,0 x10™; 5,0 x10™* e 1,0 x107
mol L' de Cu e Fe nos pontos da curva analitica.

Apos o teste de adicdo, os resultados obtidos mostraram que os metais nao
apresentaram interferéncia no sinal analitico para o sistema proposto dentro da faixa
avaliada.

Segundo WINTERS (2002), a amdnia apresenta interferéncia no método da
ninidrina. O autor sugere a eliminagdo da amoénia das amostras, a ser feita em meio
alcalino, a partir da adigdo de hidréxido de sodio 2,5% (m/v) e incubagéo em frascos

tampados, por uma hora, a 25 °C.
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Seguindo o procedimento proposto por WINTERS (2002), foi realizada a
extracdo dos aminoacidos, conforme descrito no item 3.2 e em seguida, foi feita a
determinacdo da quantidade de aménia contida em amostras de capim tanzania,
utilizando sistema de analise por injecédo em fluxo proposto por LEMOS et al., (2002)
com alguma modificagéo, cujo detalhamento é descrito no item 3.3. Inicialmente foi
construida a curva analitica para a determinagdo de amdnia nas amostras.

Para construcdo da curva analitica, foi utilizada uma solugcdo estoque de
nitrato de aménio com concentracdo de 500 mg L, diluida para os seguintes
valores: 5, 10, 20 e 40 mg L. A FIGURA 4.12 mostra a curva analitica para
NHsNO:s.

140,0
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100,0 -
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60,0
40,0
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FIGURA 4.12 — Curva analitica para analise de amdnia na amostra.

O resultado obtido na amostra avaliada foi igual a 1,77 mg L™ ou, 0,104 x10°
mol L' de NH3 e NH, presentes em solugao.

Testes foram realizados fazendo a adigdo de aménia na curva analitica. Para
a realizagdo dos testes foram adicionados 2,0 x 10%; 5,0 x 10 e 1,0 x10™ mol L™ de
amobnia em todos os pontos da curva analitica, sendo que, com a adigdo ndo houve
qualquer interferéncia no sinal analitico. A seguir, para se certificar da né&o
interferéncia, adicionou-se uma solucdo de NH,OH como amostra. Para a realizacao
do experimento foram preparadas solugdes nas concentragdes de 1,0; 2,0; 5,0; 10;
20; 50 e 100 x10° mol L™ de NH4OH, visando obter algum sinal analitico. Os

resultados mostraram que somente acima de 0,1 mol L™ houve resposta do sistema.
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4.4 Aplicagao Analitica

Com o sistema proposto, as seguintes condigdes foram estabelecidas: volume
do reagente 350uL, volume da solugédo tampao acetato de soédio 150 uL e volume da
amostra 150 ulL. O padrdo empregado foi a cisteina, sendo a curva analitica: 0,5;
1,0; 1,5 e 2,0 x10° mol L. Na FIGURA 4.13 ¢ apresentada a curva analitica obtida.
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0,400
0,300
0,200
0,100 -
0,000 ; ‘ ‘ ‘

0 0,5 1 1,5 2 2,5

Concentragao (x10-3 mol/L)
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Figura 4.13 — Curva analitica para padrao cisteina.

Através da medida da linearidade, com os dados obtidos por area, foi
calculado o limite de deteccdo e quantificacdo através das equacbes 1 e 2,
respectivamente, tendo sido obtidos os valores de 3,6 x 10™° mol/L para o limite de

deteccdo e de 1,09 x 10™ mol/L para o limite de quantificacao.

1D =333 0
P |

DP
LO=10— 2
Q 2 (2)

onde: DP é o desvio padrao da reta de calibracao

B é o coeficiente angular da reta de calibragao
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O sistema de multicomutagao possibilita através do programa utilizado, fazer
a aquisicao dos dados no sistema. Através do programa foi realizada a aquisi¢ao
dos dados gerados na construgédo da curva analitica, sendo o perfil do sinal analitico
gerado mostrado na Figura 4.14, demonstrando uma boa repetibilidade entre os

sinais analiticos obtidos.

oy

Figura 4.14 — Sinal analitico gerado no sistema de multicomutagdo proposto. Da
esquerda para direita, sinais analiticos da solugao de referéncia para 0,0; 0,5; 1,0;
1,5€2,0x10° mol L.

Conforme pode ser observado na Figura 4.14, o branco da solugéo apresenta
um valor de absorbancia entre 0,300 e 0,320, que ocorre devido ao solvente 2-
metoxietanol, utilizado no preparo da solugao de ninidrina.

Para avaliar a absorbancia registrada para o branco da solugdo, foram
realizados testes adicionando as solugdes no sistema de forma independente. Com
isso foi observado que o valor registrado para o branco da solugéo, é referente ao
solvente 2- metoxietanol, utilizado para o preparo da solugido de ninidrina. Este
apresenta um valor constante de absorbancia no comprimento de onda utilizado,
mesmo quando adicionados volumes maiores da solugao.

Com o objetivo de avaliar o método proposto, foi realizado um experimento
utiizando um reagente alternativo, o reagente 4 — aminoantipirina. Este reagente
apresenta em sua estrutura um grupo amino ligado na posi¢géo 4 do anel aromatico
presente na molécula. Com isso, foram preparadas diluigdes de uma solugao

estoque 0,1 mol L. A curva analitica foi construida usando solucdes de 4 —
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aminoantipirina nas seguintes concentragdes 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 x 10 mol L™.
FIGURA 4.15.
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FIGURA 4.15 — Curva analitica para 4 — aminoantipirina.

O resultado do teste usando o reagente 4 — aminoantipirina apresentado na
FIGURA 4.15 mostra uma resposta linear quando aplicado o reagente ninidrina, com
coeficiente de determinacéo de 0,9970.

Uma vez estabelecidas as condi¢gdes operacionais do sistema, foi entido
realizado o teste de adicdo e recuperagcao selecionando trés amostras para a
realizacédo do experimento. O teste tem como objetivo a validagdo do sistema, no
qual a recuperagdo do padrao € calculada pela analise das amostras, sendo
adicionadas nas amostras quantidades conhecidas do mesmo. Nesses testes
adicionou-se concentracdes de 5,0 x10™* mol L™ e 1,0 x10° mol L do padrao
cisteina, para amostras de capim forrageiras. A adigao do padrao nas amostras foi
realizado antes do processo de extracdo dos aminoacidos.

A adicao do padréao foi realizada no processo de extragao feito nas amostras,
sendo adicionado o padrao cisteina no preparo da solucido das amostras para um
volume final de 4 mL. Os resultados de adi¢ao e recuperacao sio obtidos através da

equacao:

Rec. (%) = C1 - (C2/C3) x 100
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Onde: C1 = Concentragao obtida na amostra com adi¢ao
C2 = Concentragao obtida na amostra sem adigao

C3 = Concentragao adicionada

Os resultados obtidos no teste de adi¢cao e recuperagao estdo representados
na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Resultados obtidos no teste de adicdo e recuperacido para as

respectivas amostras.

Amostra % Recuperagao Desvio Padrao Relativo
Capim Tanzéania® 96 0,99
Paspalum?® 96 0,38
Guandu® 101 0,54
Capim Tanzania® 97 0,75
Paspalum® 96 0,28
Guandu® 100 0,35

a: adicdo de 5,0 x10“ mol L™, e b: 1,0 x10™ mol L' de cisteina. (n = 3)

Seguido do teste de adigdo e recuperacao, a determinagdo de aminoacidos

totais foi realizada em um conjunto de amostras, sendo os resultados mostrados na
Tabela 4.4.

Tabela 4.4 — Resultados obtidos no sistema proposto para as respectivas amostras.

Amostras Concentracao de aminoacidos Desvio Padrao Relativo
g Kg™

Capim Tanzania 4,61 0,71
Talo de Guandu 3,58 1,00
Folhas de Guandu 2,04 1,49
Paspalum 2,45 0,85
Bagaco de cana 0,94 1,32
Tomate 11,88 0,99

(n=3)
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4.5 Tratamento de Residuo

O método proposto para determinagdo de aminoacidos totais usando a
ninidrina, gera um residuo de origem organica, o qual deve ser devidamente tratado
antes do descarte em funcéo da sua toxicidade quando em concentragdes elevadas.
A concentracédo do residuo gerado sera analisada, e se necessario o residuo sera
devidamente tratado parra posterior descarte. Nos Uultimos anos, processos
oxidativos avancados (POAs), tém surgido como uma excelente alternativa para o
tratamento desses residuos, principalmente em razao da sua elevada eficiéncia de
degradacgao a substratos resistentes. Uma alternativa para o tratamento de residuo
de compostos organicos € a reagéo Fenton ou foto-Fenton. Trata-se de uma reagéo
eficiente no tratamento de residuos organicos, a base de radiagdo UV usando Fe
(I1). Resultados de estudos mostraram que a reagao Foto-Fenton foi eficiente para o
tratamento de residuos organicos, conseguindo a mesma eficiéncia em um intervalo
de tempo menor aos demais métodos de tratamento por processos oxidativos
avancgados. (TIBURTIUS e ZAMORA, 2005).
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5. Conclusoes

O procedimento proposto neste trabalho, relativo a determinacdo de
aminoacidos totais, demonstrou vantagens que os procedimentos empregando
multicomutagdo apresentam com relagcdo a versatilidade, baixo consumo de
reagentes e menor geragao de residuos.

No sistema proposto a reagcdo se completa totalmente em apenas 150
segundos (a 90°C), no método manual sdo necessarios 25 minutos para a
ocorréncia da reagao.

Através do sistema de multicomutagdo, foi possivel construir um sistema
simples, no qual foi usado um unico canal de bombeamento e consequentemente
uma bomba peristaltica de canal unico.

A liofilizagcdo e a moagem criogénica adotadas no preparo das amostras
ajudam a reduzir degradag¢ao dos aminoacidos.

A amébnia apresenta uma resposta ao método da ninidrina, mas somente
quando usado em concentragdes superiores a 100 x10™ mol L™, sendo esta uma
concentracdo 1000 vezes superior a concentragdo de amodnia encontrada na
amostra estudada.

Os metais cobre (ll) e ferro (lll), ndo apresentaram interferéncia no método
proposto para determinacado de aminoacidos.

O sistema nao apresentou efeito de memoédria na sequéncia das analises,
sendo que a limpeza do sistema se mostrou eficiente, utilizando apenas agua.

A utilizagdo de um desborbulhador foi necessaria devido a alta temperatura
do banho de aquecimento (a 90°C), e o desprendimento das bolhas de ar.

A curva analitica obtida no sistema apresentou uma faixa linear de trabalho
até 2,0 x 10° mol L', com limite de detecgdo de 3,6 x 10° mol L™ e limite de
quantificacéo de 1,09 x 10 mol L.
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