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Educacao

A FLOW ANALYSIS EXPERIMENT INVOLVING ENZYMATIC REACTIONS AND CHEMILUMINESCENCE. An experiment
is proposed to introduce some fundamentals of flow analysis, chemiluminescence and kinetic monitoring of enzymatic reactions

in undergraduate courses. Chemiluminescence detection is performed with a simple spectrophotometer equipped with a lab-made

spiral flow cell constructed from a polyethylene tube. The hydrogen peroxide produced by the glucose oxidation in the presence

of glucose oxidase is continuously monitored by the reaction with luminol in alkaline media in a flow injection system.

The exercise allows also the discussion of important analytical features and the comparison with different optical methods of

analysis.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento da Quimica e os trabalhos de interface com
dreas correlatas t€ém gerado grandes desafios para o ensino desta cién-
cia. Um deles € a necessidade de incluir uma quantidade cada vez
maior de conceitos, técnicas e informagdes importantes, sem que haja
aumento do tempo dedicado as diferentes disciplinas. Uma alternativa
para este problema ¢ a proposicao de experimentos que associem dife-
rentes informagdes, permitindo explorar melhor o tempo disponivel e,
ao mesmo tempo, reduzir gastos. Essa estratégia também permite de-
monstrar que a compartimentalizacao da Quimica em diferentes dreas
é artificial', visto que a interpretacdo dos fendmenos com que o aluno
se depara no dia-a-dia requer uma abordagem diferente, que utilize os
conceitos quimicos de maneira unificada e associada para seu entendi-
mento. Os diferentes conceitos e técnicas introduzidos nas disciplinas
de Quimica Analitica, por exemplo, sdo indispensaveis para a obten-
¢do de informacdes relacionadas as outras disciplinas.

Neste contexto, é proposto um experimento para alunos de gra-
duagdo em Quimica e dreas correlatas, que permite introduzir con-
ceitos relacionados a andlise em fluxo, quimiluminescéncia, reacdes
enzimadticas e cinética quimica. A reagdo de oxidacdo da glicose na
presenca de glicose oxidase (GOD) foi estudada através do
monitoramento da quimiluminescéncia da oxidagdo do luminol pelo
peréxido de hidrogénio produzido. Uma cela em espiral construida
com tubo de polietileno e adaptada a um espectrofotdmetro simples
permite efetuar medidas por quimiluminescéncia com equipamen-
tos usuais em laboratérios de ensino.

QUIMILUMINESCENCIA

Luminescéncia € um termo empregado para descrever a emissao
de radia¢do quando uma molécula ou dtomo no estado excitado de-
cai para o seu estado fundamental®. Os vdrios tipos de luminescéncia
sdo caracterizados em fun¢do da fonte de energia empregada para se
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obter o estado excitado. Na quimiluminescéncia, a energia de excita-
¢do € proporcionada por uma reacdo quimica, sendo a emissdo de
radiacdo observada geralmente nas regides do visivel ou infra-
vermelho préximo*#. Esse processo pode ser simplificadamente re-
presentado pela Equacdo 1, onde A e B representam os reagentes,
AB* o intermedidrio no estado excitado, AB o produto da reacao,
hv a radiacdo emitida e C um catalisador. A partir da medida da
intensidade de radiacdo emitida € possivel a determinacdo da con-
centracdo dos reagentes ou do catalisador. Outras espécies podem
ser quantificadas indiretamente, explorando reagdes que produzam
as espécies reagentes ou catalisadores.

A+B-S o AB* — » AB +hv (1)

Procedimentos analiticos baseados em medidas de quimilu-
minescéncia caracterizam-se por apresentar alta sensibilidade e am-
pla faixa de resposta linear. Uma das reagdes mais exploradas € a
oxida¢do do luminol (5-amino-2,3-diidro-1,4-ftalazinediona) por
peréxido de hidrogénio em meio alcalino, na presenga do catalisador
hexacianoferrato(Ill) de potdssio. Diversas outras espécies podem
ser empregadas como oxidantes (eg. ClO-, MnO,, Cr,0.*) ou
catalisadores (eg. Cu**, Co**, Fe**) podendo ser também quantificadas
explorando essa reacgéo’. A aplicacdo é expandida pois redutores
como frutose, dcido ascorbico e dcido drico podem ser determinados
indiretamente. Além disso, diversas reagdes enzimaticas produzem
peroéxido de hidrogénio e a reag@o de oxidagdo do luminol permite a
quantificagdo indireta dos substratos destas reagdes.

Assim como ocorre com muitas outras reagdes envolvendo
quimiluminescéncia, a oxidacdo do luminol na presenga de catali-
sadores ocorre rapidamente e o tempo de emissdo de radiagdo € bas-
tante curto. Essas caracteristicas, que dificultam a implementacio
destes procedimentos em batelada, os tornam atraentes para
implementacdo em sistemas de andlises em fluxo, nos quais as quan-
tidades adicionadas de reagentes e o tempo disponivel para a reacio
sdo perfeitamente reprodutiveis.

A auséncia de uma fonte de radiaciio externa para excitagdo di-
ferencia a quimiluminescéncia de outro fendmeno muito explorado
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em Quimica, a fluorescéncia, e permite que a instrumentagdo para a
implementacgdo desta técnica seja simplificada. Apesar disto, equi-
pamentos dedicados a medidas por quimiluminescéncia ndo sdo ge-
ralmente disponiveis em laboratdrios didaticos e, em vista disto, esse
tépico freqiientemente ndo € abordado em cursos de graduag@o. En-
tretanto, medidas por quimiluminescéncia podem ser feitas empre-
gando espectrofotdmetros simples, usualmente disponiveis em labo-
ratérios de ensino. As adaptacdes necessarias podem ser efetuadas
rapidamente e permitem uma discussdo sobre os principios e
instrumentacio envolvidos nas diferentes técnicas.

REACOES ENZIMATICAS

Enzimas sdo proteinas que catalisam com grande eficiéncia as
reagdes bioldgicas. Sdo formadas por longas cadeias de aminodcidos
unidas por ligagdes peptidicas e articuladas em estruturas
tridimensionais®. Possuem em suas estruturas grupos polares tais
como COOH, OH, NH,, SH e CONH,, que auxiliam na catdlise
enzimatica®. Sua eficiéncia catalitica e estrutura mais estdveis sdo
observadas em meio aquoso. Enzimas sdo empregadas, por exem-
plo, em processos industriais, procedimentos analiticos, medicina,
tecnologia de alimentos e biorremediag@o, devido a sua alta seleti-
vidade (em alguns casos, especificidade).

As reagdes enzimdticas envolvendo um unico substrato (S) po-
dem ser representadas pela expressdo geral (Equagdo 2), que envolve
a formagdo de um intermedidrio (ES, denominado complexo enzima-
substrato). A velocidade de uma reagdo enzimatica depende de diver-
sos fatores, como as concentracdes da enzima e do substrato e das
condi¢des reacionais (temperatura, acidez e intensidade idnica)®. Para
uma dada concentra¢do de enzima, a velocidade da reacdo aumenta
com a concentragdo do substrato até atingir um valor limite, a partir do
qual comeca a ocorrer a saturacdo dos sitios ativos da enzima. A ativi-
dade enzimadtica ¢ maxima em faixas estreitas de pH e temperatura
(geralmente entre 25 e 40 °C), diminuindo acentuadamente em valo-
res inferiores e superiores. Em situagdes extremas de temperatura e
pH pode-se observar a desnatura¢@o das enzimas, processo geralmen-
te irreversivel que consiste na ruptura das estruturas da proteifna. O
estudo cinético da reagdo pode ser efetuado pelo monitoramento da
concentragdo do produto formado ou do substrato consumido, permi-
tindo estimar a velocidade médxima da reac@o, a eficiéncia biocatalitica
e a afinidade da enzima pelo substrato. Maiores detalhes de aspectos
cinéticos de reagdes enzimdticas foram didaticamente descritos™.

E+S

ES—» E+P (2)
SISTEMAS DE ANALISES EM FLUXO

Os sistemas de andlises em fluxo foram propostos com o objeti-
vo de mecanizar procedimentos de andlises quimicas, reduzindo o
envolvimento do operador, melhorando a precisdo das medidas e
aumentando o nimero de amostras que podem ser processadas por
unidade de tempo. Em muitos casos, o consumo de reagentes e, con-
seqiientemente, a produ¢@o de residuos sdo consideravelmente redu-
zidos em comparagdo aos procedimentos convencionais. Dentre as
diversas modalidades, destacam-se os sistemas de analise por inje-
¢do em fluxo (FIA), devido a simplicidade e versatilidade. Nesses
sistemas, aliquotas de amostra (e eventualmente de reagentes) sao
inseridas em uma solugd@o que as transporta através do percurso ana-
litico em dire¢@o ao detector. Durante o transporte, a amostra pode
receber reagentes, sofrer diluigdes e participar de etapas de separa-
¢do e concentracdo. As reagdes quimicas geralmente nio se comple-
tam, em virtude dos restritos tempos de residéncia (geralmente <
30 s). Entretanto, os resultados s3o em geral bastante precisos, devi-
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do a temporizagdo altamente reprodutivel. Em virtude do contato
com a solugdo transportadora, ocorre a dispersdo da amostra, origi-
nando gradientes de concentragdo. A dispersdo € dependente das
caracteristicas fisico-quimicas das solucdes (eg. viscosidade) e de
fatores hidrodindmicos (vazdes, volume de amostra, comprimento e
diametro dos tubos que constituem o percurso analitico). Como a
medida € feita com a amostra em movimento em relagio ao detector,
¢ obtido um sinal transiente, cuja altura pode ser relacionada a con-
centragdo da espécie medida. Descri¢des mais detalhadas dos funda-
mentos e aplicacdes dos sistemas de andlise por injecdo em fluxo
foram apresentadas em artigos com cardter diddtico'*".

PARTE EXPERIMENTAL
Equipamentos

O sistema de andlises em fluxo foi construido empregando um
injetor proporcional com barra deslizante, tubos de polietileno de
0,8 mm de diametro interno e confluéncias feitas de acrilico. O injetor,
que pode ser construido no préprio laboratério, consiste de 3 barras
de acrilico presas por parafusos, sendo as barras laterais fixas e a
central mével'*. A propulsdo dos fluidos foi efetuada por uma bom-
ba peristaltica (Ismatec IPC-4), equipada com tubos de Tygon de
diferentes didmetros. Alternativamente, poderiam ser utilizados com-
pressores de ar do tipo bombas de diafragma de baixo custo, empre-
gadas para oxigenagdo de aqudrios". Para a medida da radiagdo
emitida, foi empregado o detector de um espectrofotometro
monocanal (Femto, modelo 422), equipado com uma célula de fluxo
construida com um tubo de polietileno (espessura < 0,1 mm, didme-
tro interno de 0,8 mm) enrolado em espiral. Foram avaliadas celas
com comprimentos de 50, 100 e 150 cm. Um registrador
potenciométrico (Cole-Parmer, cat. n° 8376-30) foi empregado para
o monitoramento dos sinais.

Um banho de d4gua com temperatura controlada (Tecnal, modelo
TE 184) foi utilizado para manter a temperatura da rea¢@o enzimatica.

Reagentes e solucoes

As solucdes foram preparadas empregando dgua deionizada e
reagentes com grau analitico. Solugdo de luminol 4,50 mmol L' (R )
foi preparada dissolvendo-se 79,6 mg de 5-amino-2,3-diidro-1,4
ftalazinediona (Sigma) em 100 mL de solugio de K,CO,0,2 mol L' e
ajustando o pH para 10,5 com HCI. Solu¢do de hexacianoferrato(III)
de potdssio 25,0 mmol L' (R,) foi preparada dissolvendo-se 1,65 g
de K,Fe(CN), em 200 mL de dgua. SolugBes estoque de peréxido de
hidrogénio 1,0 mmol L' foram preparadas diariamente, a partir de
uma solu¢@o 30% (m/m) e padronizadas com permanganato de po-
tassio. Solucdes de referéncia de peréxido de hidrogénio em con-
centracdes variando de 2,5 a 315,0 umol L' foram preparadas por
dilui¢des da solucdo estoque.

Solugdo de glicose 3,90 x 10° mol L' foi preparada dissolven-
do-se 140,0 mg de B-D-glicose (Sigma) em 200 mL de solugdo tam-
pao dcido acético/acetato de sédio 0,05 mol L' (pH 5,1) em um ba-
130 volumétrico. Solucdo estoque de enzima foi preparada dissol-
vendo-se 25 mg (470 U) de glicose oxidase (Sigma) em 5 mL da
mesma soluc@o tamp@o acetato. Esse volume de solugdo € suficiente
para implementar o experimento com diferentes grupos de alunos,
podendo ser efetuadas 50 repeti¢des.

Diagrama de fluxos e procedimento

Determinagdo de peroxido de hidrogénio
A cela de fluxo foi construida enrolando-se em espiral 100 cm
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de um tubo de polietileno, da maneira ilustrada na Figura 1. Esta
cela foi posicionada em frente a janela do detector do espectro-
fotometro, sendo fixa por fitas adesivas. O feixe de radiacdo do
espectrofotometro foi interrompido posicionando-se um anteparo em
frente a janela de saida.

Figura 1. Representacdo da cela de fluxo construida com tubo de polietileno
(100 cm, 0,8 mm d.i.) empregada nas medidas por quimiluminescéncia

O diagrama de fluxos do médulo de andlise empregado para a
determinacdo de peréxido de hidrogénio € apresentado na Figura 2.
Na posi¢do mostrada, uma aliquota de 150 pL da solugdo de peréxido
(A) € inserida no transportador (H,0) e recebe por confluéncia as
solugdes de luminol em meio alcalino (R, ponto de confluéncia x) e
de hexacianoferrato(III) de potédssio (R,, ponto de confluéncia y). A
cela de fluxo € conectada ao médulo de andlise no ponto de confluén-
ciay, a partir do qual se inicia a emissao de radia¢@o devida a oxida-
¢do do luminol. Na posicéo alternativa do injetor, a alca de amos-
tragem € preenchida por uma nova aliquota de solug¢do de H,0,, en-
quanto o fluxo da solugdo R, € direcionado ao seu reservatorio, vi-
sando minimizar o consumo de luminol.

We—T------- =T A B
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Figura 2. Diagrama de fluxos para a determinagdo de H,0,. I - injetor; L -
alca de amostragem (150 uL); B - reator helicoidal (20 cm); FC - cela de
fluxo em espiral posicionada em frente ao detector; x,y — pontos de
confluéncia; C - transportador (H,0), 4,5 mL min”'; A — solugdo de referéncia
ou solugdo proveniente do reator enzimdtico; R, - solu¢do de luminol
4,50 mmol L' em K,CO,0,2 mol L', pH 10,5 (1,5 mL min); R, - solugdo de
hexacianoferrato(Ill) de potdssio 25,0 mmol L' (1,5 mL min”); W - recipiente
de descarte

As medidas de intensidade de radiagdo emitida (em triplicata)
foram baseadas nas alturas dos sinais obtidos com o registrador
potenciométrico ajustado em um fundo de escala de 50 mV, posteri-
ormente convertidas em valores de diferenga de potencial. O ruido
da linha base (R) foi estimado mantendo-se o injetor na posigdo de
insercdo de amostra ap6s a medida dos sinais e alterando-se o fundo
de escala do registrador para 1 mV.
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Monitoramento da reagdo enzimdtica

A reagdo enzimdtica foi processada em um becker de vidro de
400 mL imerso em banho de 4gua com temperatura ajustada em (35,0
+0,2) °C. A aliquota de 200 mL da solug@o de glicose 3,90 x 107
mol L foi previamente imersa no banho de dgua por 15 min. Em
seguida adicionou-se 0,100 mL da solucdo estoque de glicose oxidase
(94 U/mL) e o crondmetro foi imediatamente acionado. O médulo
de andlise representado na Figura 2 foi empregado para o
monitoramento do peréxido de hidrogénio formado na reaciio. Um
tubo inserido no interior do becker permitia a amostragem de aliquotas
da mistura reacional, que preenchiam a algca de amostragem (L). A
inser¢do das amostras era efetuada em intervalos de 1 min.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Medida de quimiluminescéncia

Uma das principais dificuldades relacionadas a implementacio de
procedimentos baseados em medidas por quimiluminescéncia ¢
maximizar a quantidade de radiacdo detectada, uma vez que a emissao
ocorre em todas as dire¢des. Desta forma, diversas configuragdes de
celas tém sido propostas, sendo usual o emprego de celas em espiral,
posicionadas em frente ao detector (usualmente uma
fotomultiplicadora). Essas celas sdo construidas em vidro ou quartzo
e ndo sdo facilmente acessiveis em laboratério didaticos. Neste expe-
rimento, € proposto o emprego de uma cela construida enrolando-se
um tubo de polietileno em espiral (Figura 1). Esse material ¢ satisfato-
riamente transparente a radiagdo emitida pela oxida¢@o do luminol
(Ayax = 425 nm) e pode ser adquirido a baixo custo (US$ 0,40/metro)
no mercado nacional (por exemplo, em lojas especializadas em mate-
riais cirtrgicos). A cela pode ser construida pelos proprios alunos no
laboratério, dispensando mao de obra especializada para a confecgio
das celas em vidro ou quartzo e possibilitando introduzir discussdes
sobre a geometria adequada da cela. As adaptagdes necessdrias, apesar
de simples, permitem iniciar discussdes sobre instrumentacdo e funci-
onamento de diferentes equipamentos analiticos.

A cela em espiral pode ser adaptada em frente a janela do detector
de um espectrofotdmetro convencional (equipamento usual em la-
boratérios diddticos) e permite a implementagdo de procedimentos
baseados em quimiluminescéncia também a custo relativamente bai-
x0. Os resultados apresentados foram obtidos com um espectrofo-
tometro que emprega um fotodiodo como detector. Embora pudesse
ser alcancada sensibilidade superior empregando uma fotomulti-
plicadora, o desempenho desse detector de menor custo € bastante
satisfatorio. Alternativamente, fotodetectores de custo relativamente
baixo poderiam ser empregados para a medida dos sinais'®, permi-
tindo também a introducdo de conceitos relacionados a instrumen-
tacdo e eletronica.

Na Tabela 1, sao apresentados resultados obtidos variando-se o
comprimento do tubo de polietileno empregado na construcio da
cela de medida. Foi também avaliado o efeito do recobrimento da

Tabela 1. Efeito do comprimento da cela sobre a sensibilidade das
medidas por quimiluminescéncia. Concentra¢do de H,0, =
245 pmol L!

Comprimento da cela (cm) Intensidade de sinal (mV)

50 23+0,1
100 11,9+ 0,1
100* 13,5+03
150 89+0,2

*cela recoberta com papel aluminio
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face externa da cela de deteccdo com papel aluminio, visando
maximizar (por reflexdo) a quantidade de radiagdo que atingia o
detector. Os melhores resultados foram obtidos para a cela construida
com 100 cm de tubo, recoberta por papel aluminio. Enquanto para
comprimentos maiores de tubo o ndimero de hélices na espiral era
maior e a radiacdo emitida nas hélices externas ndo alcancava o
detector, para comprimentos menores uma fragdo representativa da
radiac@o era emitida apds a cela de medida.

Determinacao de peréxido de hidrogénio

A cela de fluxo de polietileno (Figura 1) foi adaptada a um siste-
ma de analise por inje¢ao em fluxo (Figura 2) para a determinacio
de perdxido de hidrogénio, explorando a reagdo de oxidagdo de
luminol em meio alcalino na presenca do catalisador hexaciano-
ferrato(IlI) (Equagdo 3). A radiacio produzida (hv) foi proporcional
a concentragio de perdxido de hidrogénio em solucdo.

H [Fe(CN)g*>
I, + 40H + H,0, ——»

1 1
NH, O NH, O

o
ot 4H,0 + N, +hv 3)

Na Figura 3, sdo apresentados alguns sinais transientes obtidos
com solugdes de referéncia de peréxido de hidrogénio. Resposta li-
near foi obtida entre 2,50 e 315 pumol L' de H,O,, descrita pela equa-
¢do: Sinal analitico (mV) = 0,188 + 0,129 Cy, ¢, (umol L"), r=0,999.
Esta equag@o permite a determinagdo de H,0, em amostras com con-
centracdo desconhecida, a partir da medida da intensidade dos si-
nais. Com base no coeficiente angular da curva (m) e na estimativa
do ruido da linha base (R}), o limite de deteccio foi calculado em
1,0 umol L™ a nivel de confianga de 99,7% (3 x R /m). Este valor
corresponde a minima concentragdo de H,0, que gera um sinal ana-
litico significativamente diferente do sinal de branco, no nivel de
confianca empregado para a estimativa. O coeficiente de variacio
(desvio padrdo relativo) foi estimado em 1,2%, para 10 medidas
empregando uma solugdo de H,O, 100 umol L. A partir dos sinais
transientes mostrados na Figura 3, pode-se estimar uma freqiiéncia
de amostragem de 70 determinacdes/h. Devido a adi¢do intermitente
da solucdo de luminol, o consumo (estimado em 500 pg/determina-
¢do) é 60% inferior ao que seria observado caso a adi¢do do reagente
fosse continua. O emprego dessa estratégia permite introduzir dis-
cussoes sobre configuragdes de sistemas de andlises em fluxo e so-
bre a necessidade de minimizar o consumo de reagentes e a produ-
¢do de residuos.

O experimento proposto permite discutir o significado e as es-
tratégias para a estimativa de importantes parametros analiticos, como
sensibilidade, limite de detec¢do, faixa de resposta linear e precisao.
E também possivel discutir sobre a seletividade do procedimento, na
presenca de espécies oxidantes e redutoras, que poderiam incrementar
ou atenuar a intensidade de quimiluminescéncia, causando interfe-
réncias positivas ou negativas, respectivamente. Desta forma, € pos-
sivel discutir sobre o aumento de seletividade que pode ser alcanga-
do mediante o emprego de reacdes seletivas, como a oxidagdo de
glicose na presenca de oxigénio e da enzima glicose oxidase. Vanta-
gens dos sistemas de andlises em fluxo em rela¢@o aos procedimen-
tos em batelada (eg. alta freqiiéncia de amostragem, menor consumo
de reagentes e melhor precisdo) podem também ser discutidas.

Monitoramento da reacio enzimatica

A combinagdo da alta sensibilidade da detecc@o por quimilumi-
nescéncia a seletividade dos sistemas enzimaticos constitui uma fer-
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Figura 3. (a) Sinais transientes obtidos para solugées de H,0, entre 2,50 e
315 umol L''; (b) curva analitica relacionando sinal analitico e concentragdo
de H,0,: sinal analitico (mV) = 0,188 + 0,129 Cy,, (umol L), r = 0,999

ramenta bastante 1til em pesquisas, mas ainda pouco explorada em
praticas de ensino. O experimento proposto permite esta combina-
¢do, através do monitoramento de um dos produtos (perdéxido de
hidrogénio) produzido durante a oxidacdo da glicose. A glicose
oxidase € uma das enzimas mais empregadas em Quimica Analitica,
apresentando caracteristicas importantes, como boa estabilidade quan-
do comparada a outras enzimas, ser disponivel com alto grau de pu-
reza a preco acessivel, ndo necessitar de cofatores e apresentar alta
seletividade ao substrato B-D-glicose. A glicose € oxidada pelo oxi-
génio na presenca dessa enzima, produzindo dcido gliconico e
perdxido de hidrogénio (Equagdo 4). O H,0, produzido € entdo
quantificado através da reacio de oxidacdo do luminol (Equacio 3).

B-D-glicose + O, + H.O 222 4cido D-gliconico + HO,  (4)

A atividade enzimatica (eficiéncia biocatalitica) € usualmente
expressa em Unidades/g enzima. No caso da glicose oxidase, uma
unidade proporciona a oxidacdo de 1 pmol de B-D-glicose a dcido
gliconico e perdxido de hidrogénio por min a pH 5,1 e 35 °C .
Entretanto, quando a reag@o ¢ conduzida em meio saturado por oxi-
génio, pode ocorrer um aumento de 50 a 100% da atividade da enzima.

Os resultados obtidos no monitoramento do peréxido de hidro-
génio gerado na oxidagdo da glicose, bem como os valores espera-
dos considerando a atividade da enzima segundo o fabricante sdo
mostrados na Figura 4. A partir dos sinais transientes obtidos em
intervalos de 1,0 min (Figura 4a) foram determinadas as concentra-
¢oes de perdxido de hidrogénio no meio reacional (Figura 4b), utili-
zando-se a equacdo da curva analitica mostrada na Figura 3b. As
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concentragdes de H,O, calculadas considerando-se a atividade
enzimdtica informada pelo fabricante'” foram concordantes com aque-
las determinadas experimentalmente no intervalo de tempo inicial
da reacdo (Figura 4b). Nos tempos reacionais iguais ou superiores a
7 min, as concentra¢des de peréxido de hidrogénio e de glicose per-
manecem praticamente constantes e iguais a 235 pumol L' e
3,88 mmol L, respectivamente. Esse comportamento indica a ini-
bi¢do da atividade enzimética, provavelmente pelo peréxido de hi-
drogénio formado'®, visto que o substrato (glicose) foi empregado
em excesso. A forma reduzida da enzima € particularmente sensivel
a concentracdo de peréxido de hidrogénio e, em concentracdes ele-
vadas a enzima pode ser inativada por oxidagdo de grupos metionina
nas proximidades ou no sitio ativo da enzima'®.

Diversos aspectos relacionados a cinética de reacdes enzimaticas
podem ser abordados. Através das medidas nos instantes iniciais da
reagdo € possivel estimar a atividade enzimdtica. Ademais, outros
conceitos podem ser abordados experimentalmente, como o efeito
da concentracdo inicial de enzima e/ou substrato sobre a velocidade
de reacdo e o efeito de diversos outros fatores sobre a atividade
catalitica, como pH, temperatura, presenca de ativadores ou inibidores
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Figura 4. Monitoramento do peroxido de hidrogénio formado pela oxidagdo
de glicose na presenga da enzima glicose oxidase. (a) Os nimeros 1-17
representam os sinais transientes obtidos amostrando aliquotas da mistura
reacional em intervalos de 1 min. P, e P, - sinais transientes obtidos para
solugoes contendo 102 e 255 wmol L' de H,0,. (b) Variag¢do da concentragdo
de H,0, em fungdo do tempo de reagdo determinada experimentalmente e
estimada a partir da atividade informada pelo fabricante
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enzimdticos'®. Empregando-se sistemas de anélises em fluxo com
detec¢@o por quimiluminescéncia € possivel determinar o valor da
constante de Michaelis-Menten para a reagio enzimatica®'. Neste caso,
a concentragio da enzima e o tempo de reacdo devem ser mantidos
constantes, enquanto a concentragcdo de substrato € variada. Estes
estudos podem ser realizados por diferentes grupos de alunos e os
resultados encontrados discutidos criticamente com a classe. Consi-
derando-se as quantidades envolvidas de reagentes, o custo por ex-
perimento € inferior a US$ 0,30.

CONCLUSOES

O experimento proposto permite introduzir conceitos relaciona-
dos a andlise em fluxo e detec¢io por quimiluminescéncia, através de
uma aplicag¢do analitica (incluindo a possibilidade de se discutir o sig-
nificado e os procedimentos para a estimativa de caracteristicas anali-
ticas importantes) e do monitoramento cinético de reagdes enzimaticas.
Desta forma, € adequado para ser implementado nas disciplinas de
andlise instrumental, Fisico-Quimica ou Bioquimica, podendo ser exe-
cutado em um periodo de 4 h, incluindo o preparo das solucdes. Além
disso, € possivel a discussio sobre aspectos instrumentais envolvidos
em diferentes métodos Opticos de andlise (espectrofotometria e
fluorescéncia). Essas caracteristicas vém de encontro a necessidade de
se desenvolver experimentos que englobem um niimero maior de con-
ceitos, visando evitar a omissdo de assuntos importantes por falta de
tempo e, por outro lado, reduzir os custos associados as préticas de-
senvolvidas em laboratérios didaticos.
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