SINTESE DE GLICINA ENRIQUECIDA EM N-15
EM REATOR DE ACO INOXIDAVEL REVESTIDO

INTERNAMENTE COM PTFE

SYNTHESIS OF 15N-ENRICHED GLYCINE IN A TEFLON-

LINED STAINLESS STEEL REACTOR

RESUMO

E apresentado neste trabalho um processo de sintese de glicina enriquecida em N, ba-
seado na reacdo de aminacdo de alfa-haloacidos, utilizando como reagente '*N-amonia.
De forma a atender a demanda pelo produto no Brasil e garantir a seguranca operacional
da sintese proposta, construiu-se uma linha especial de presséo (reator de ago inox 304),
revestida internamente com Teflon (PTFE). Nesse sistema, foi possivel produzir, em cada
batelada, aproximadamente 2,32 + 0,26 g de glicina enriquecida em "N, utilizando como
reagente amonia anidra, e recuperar 97% do nitrogénio enriquecido em excesso, 0 que &
de grande importancia face ao elevado valor comercial do is6topo (US$ 300.00 por grama).
Tal desenvolvimento podera representar uma consideravel colaboragéo para o avango das
pesquisas nas areas bioldgicas, biomédicas e agronémicas.
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ABSTRACT

In this paper, a process for synthesis of >N-enriched glycine, based on the method of ami-
nation of a-halocids, using as reagent ®*N-ammonia, was proposed. Aiming to supply the
demand in Brazil and maintain the operational safety, a special line of pressure, comprising a
steel reactor internally coated with Teflon, was developed. About 2,32 + 0,26 g of high purity
N-enriched glycine was produced using anhydrous ammonium. This procedure allowed the
recovery of the 97% of enriched nitrogen (excess '®N- ammonia), which is of fundamental
importance due to the high value of the isotope (US$ 300.00 per gram). This development
represents a significant collaboration for advancements of research in biological, biomedical
and agronomical areas.
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A utilizagdo de tragadores contendo is6topos do nitrogénio
radioativos ("®N) ou estaveis (“N/®N) se constitui em importante
ferramenta para auxiliar na elucidacéo do ciclo deste elemento.
Em relacdo ao uso da técnica radioisotopica, principalmente em
pesquisas bioldgicas, a principal inconveniéncia reside no fator
tempo, ja que o radiois6topo de meia-vida mais longa é o N,
com apenas 9,97 min (1). Ainda assim, na literatura podem ser
verificados interessantes trabalhos de pesquisas envolvendo
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aplicagdes do ®N em biologia (2,3). Vale ressaltar, também, que
o custo de aquisicdo dos produtos enriquecidos no radioisétopo
costuma ser inferior aos estaveis (4), mas a condugéo dos ex-
perimentos € mais laboriosa, podendo resultar em conclusdes
equivocadas (5).

Com relagdo ao emprego do N, torna-se possivel de-
senvolver estudos sem a limitagcdo de tempo, e o material em
experimentagdo nao fica exposto a radiagdo, tornando desne-
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cessaria a adogao de qualquer medida de seguranca em fun-
cao da radioatividade (6-9). Bendassolli et al. (11), em estudos
desenvolvidos para separagéo isotépica do S, mencionaram
que o uso de is6topos estaveis € uma atual tendéncia inter-
nacional, sendo estimulada especialmente em pesquisa de
campo. Essa tendéncia, aliada a possibilidade de obtencéo de
informacgdes refinadas sobre o ciclo do nitrogénio, reforca as
razdes para o continuo crescimento da utilizacdo da técnica
isotopica em pesquisas aplicadas.

Embora o "®N seja considerado importante como tragador
em estudos bioquimicos e agrondmicos, sendo ja utilizado ha
quase SETE décadas (11,12), é correto afirmar que a utilizagdo
de compostos enriquecidos em N (principalmente agueles com
elevado enriquecimento) em pesquisas aplicadas é ainda limita-
da, principalmente em funcédo do alto prego.

Até recentemente, alguns compostos nitrogenados ndo eram
produzidos na América do Sul, devido a dificuldades de ordem
metodolégica, sendo necessaria a importacdo dos Estados Uni-
dos da América, da Europa ou Asia. Para a obtencdo de uma
série de compostos nitrogenados é de fundamental importancia
a produgéo de amdnia (*NH,). No Brasil ja dispomos de método
de obteng&o do ion aménio (**NH,*) com enriquecimento na faixa
de até 0,5 a 90% em atomos de *N (8). A partir do amonio enri-
quecido, podem ser produzidos varios compostos nitrogenados,
entre os quais se destacam: aménia anidra (13,14); acido nitrico
(15), a partir da combustao da aménia-"°N; ureia (16) e uran (17).

Considerando-se as rotas de sintese supracitadas, veri-
ficou-se a potencialidade da realizagdo de estudo visando a
producdo de mais um composto nitrogenado de grande im-
portancia, a glicina, também conhecida como acido aminoa-
cético, que se destaca por ser um aminoacido simples e um
dos mais soluveis em agua.

Devido a alta solubilidade, nos organismos vivos, a glicina é
frequentemente adicionada junto a outras moléculas para torna-
-las mais soluveis, de modo que possam ser excretadas pela
urina (18). Considerando-se que essa caracteristica permite elu-
cidar o ciclo do nitrogénio no meio metabdlico, Stack et al. (19)
utilizaram aminoacidos-"*N para avaliagdo do estado nutricional
humano. Dichi & Papini-Berto (20), Marchini et al. (21) e Schelp
et al. (22) realizaram estudos de metabolismo de proteinas mar-
cadas no ®N. Para os referidos estudos, estes compostos tém
proporcionado um método seguro, eliminando procedimentos
invasivos e exposicao do paciente a radioatividade, o que torna a
aplicacdo extremamente favoravel na area (23).

Na area agronémica, a glicina pode ser empregada como ma-
téria prima na sintese do glifosato. O glifosato obtido, enriquecido
no isétopo N, é utilizado em estudos relacionados ao compor-
tamento do herbicida no ambiente, principalmente em estudos
de campo (24). Neste sentido, a sintese do herbicida glifosato
enriquecido no is6topo N é de potencial interesse em pesqui-
sas agrondmicas, uma vez que poucos estudos séo citados na
literatura brasileira envolvendo o uso deste tragador, em virtude
das dificuldades de obtenc&o desse composto no mercado, bem
como o custo do produto enriquecido em *N. Deve-se ressal-
tar que a tecnologia de enriquecimento e sintese de compostos
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quimicos marcados nos is6topos estaveis *N e *C n&o sdo re-
passadas pelos paises que as detém, em razdo de interesses de
ordem econdmica e, muitas vezes, estratégicos, o que torna ex-
tremamente importante o desenvolvimento de novas tecnologias
para o enriquecimento e sintese de compostos enriquecidos em
is6topos estaveis de interesse no Brasil.

A glicina pode ser sintetizada utilizando-se as sinteses
de Strecker, Hoffann ou ainda através de uma modificacédo
da sintese de Gabriel para amina, empregando-se ftalimida
potéassica. Esta ultima apresenta rendimento elevado (85%)
e possibilita facil purificagcao (25). Embora com rendimentos
inferiores (da ordem de 40 a 60%) a aminagéo a-haloacidos,
também pode ser utilizada. Nessa reacdo, submete-se um
acido carboxilico clorado ou bromado em posi¢do o a amo-
nélise direta, com um grande excesso de solugdo concentra-
da de amoniaco. O deslocamento do halogénio pelo amonia-
co da origem ao sal de amina (aminoacido).

Dentro deste contexto, no presente trabalho foi avaliada a
sintese da glicina enriquecida em ®N fazendo uso do método
de aminacdo de a-haloacidos. A opgéo por esse método esta
condicionada a utilizagdo de aménia-"*N, principal matéria prima
da reagéo de sintese e disponivel no pais (14). Assim sendo, o
presente trabalho apresenta como inovagéo a utilizagdo amdnia
anidra-"®N em substituicdo a aménia aquosa-"*N e reacdo em
reator de aco inox, revestido internamente com Teflon (PTFE),
para a sintese proposta. Outro aspecto relevante, no trabalho,
refere-se ao sistema de recuperagéo do reagente amoniacal, pre-
viamente enriquecido, sendo de fundamental importancia devido
ao alto valor agregado do composto (US$ 300.00 por grama do
is6topo). Tal desenvolvimento se configura numa consideravel
colaboragéo para os avancos das pesquisas nas areas bioldgica,
biomédica e agrondmica oferecendo uma importante ferramenta
que podera ser utilizada em estudos nessas areas.

PARTE EXPERIMENTAL

No desenvolvimento da sintese proposta, estudou-se uma
adaptacdo na metodologia de sintese da glicina descrita por
Vogel (26) e apresentada na Equagéo 1.

(NH,),CO, +NH, +CH,CICO,H—CH,(NH,)CO,H+H,CO,+NH,Cl | (1)

Nesta, inicialmente dissolvem-se em um baldo de capacida-
de volumétrica de 700 mL, 180 g de carbonato de ambnio em
150 mL de agua morna (40-50°C). Ap6s atingir a temperatura am-
biente, adicionam-se 200 mL de solugéo concentrada de ambnia
e, na sequéncia, introduz-se lentamente uma solugéo composta
de 50 g de acido cloroacético em 50 mL de agua. Em seguida,
0 baldo é fechado e permanece em repouso por 24 — 48 h, a
temperatura ambiente. Apds esse periodo de repouso, a solugéo
€ concentrada até volume final de 100 mL e, em seguida, inicia-
-se o processo de purificagdo, com adicdo de 400 mL de élco-
ol metilico. O aminoécido é entéo levado para um refrigerador e
mantido a temperatura de 4°C. Ap6s a filtragdo do aminoécido,
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os cristais sdo suspensos com 150 mL de alcool metilico, filtra-se
novamente o aminoacido e em seguida dissolve-se os cristais
em 50 mL de agua aquecida. Finalmente, a Ultima etapa consiste
em precipitar novamente o aminoacido com 200 mL de alcool
metilico. A massa de glicina obtida deve ser em torno de 25 g
correspondendo a um rendimento da ordem de 60%.

A utilizagé@o do carbonato de amonio, no processo de sin-
tese da glicina enriquecida em *N ocasionou uma diluicdo
isotépica de aproximadamente 50% no aminodcido sintetiza-
do, quando da utilizagdo de amdnia aguosa como Unica fon-
te enriquecida em N (27). Considerando que a diluigdo era
indesejavel, estudou-se a possibilidade de produzir o carbo-
nato de amoénio marcado com *N. No entanto, observou-se
que o procedimento é moroso e as perdas de N no ambien-
te durante o processo sdo altas tornando o método inviavel,
principalmente ao se trabalhar com o isétopo *N.

Oliveira et al. (27) avaliaram a sintese da glicina a partir do
acido cloroacético e amonia anidra em excesso, excluindo o
carbonato de aménio proposto no método descrito por Vogel
(26). Nas condigdes avaliadas foi possivel obter rendimento da
ordem de 10%, mas, no entanto, as perdas de nitrogénio foram
reduzidas em cerca de 11%, bem inferiores quando comparados
aquelas obtidas com o emprego de carbonato de aménio, que
totalizaram 35%.

No presente trabalho, procederam-se algumas modificacdes
na metodologia de sintese da glicina sugerida por Oliveira et al.
(27), objetivando tornar mais seguro o processo de manipulagao
dos reagentes. Para atender as necessidades do laboratério, foi
dimensionada e construida uma linha especial de pressado, com-
posta por um reator de ago inox revestido internamente com te-
flon, que pode ser visualizado na Figura 1.

Figura 1. Reator de acgo inox revestido com teflon utilizado na
sintese da glicina
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Com o desenvolvimento do sistema, torna-se possivel uti-
lizagdo de amobnia anidra em substituicdo a amdnia aquosa,
em sistema fechado, minimizando possiveis perdas por mani-
pulacéo no decorrer do processo e, consequentemente, uma
maior recuperacgao de N, viabilizando o processo do ponto
de vista econdémico.

A reacdo entre amoénia anidra e acido cloroacético esta
representada de acordo com Equacéo 2.

H H
O (0]
| 7 | 7
H—C—C\ + 2°NH, —>» H—C—C\ 5NH, Cl
| o iy oH @
Cl 2
Glicina

Inicialmente, foi adicionada, no interior do reator, solugéo 50%
(m/m) de acido cloroacético, sendo ao final procedido o fecha-
mento do mesmo. Na sequéncia, a aménia anidra foi introduzida
no reator, via valvula inox, iniciando-se o processo de sintese da
glicina. O reator foi deixado em repouso por um periodo de 24h, a
temperatura ambiente. Ao final do tempo estabelecido, iniciou-se
a purga da aménia em excesso contida na reag&o por aproxima-
damente 5h, através de um gas de arraste (N,). Na sequéncia, o
aminoacido sintetizado, contido na solucéo, foi cristalizado com
adigdo de metanol, sendo posteriormente resfriado a temperatura
de 4°C por 4-6 h, para permitir a completa cristalizagdo. O
*NH,Cl, que constitui a principal impureza no processo de sinte-
se, foi removido repetindo-se por mais duas vezes a cristalizagéo
com metanol.

A recuperacéo do NH,Cl se torna necessaria por conter o
is6topo N, e a do metanol devido a sua toxidez. A recuperagdo
do metanol foi realizada no evaporador rotativo, a baixa pressao,
o mesmo utilizado na concentragéo do amino&cido. A NH, em
excesso foi recuperada em um Becker de 1 L contendo uma so-
lug&o de &cido sulfdrico 2,5 mol L™, recuperado o N-NH, na for-
ma de ("*NH,),SO,. Os testes foram realizados em triplicatas, em
escala reduzida em relagéo as condi¢des inicialmente previstas.

As determinacgdes do teor de N (%) e isotdpica (% em
atomos de ®N), tanto nas amostras com abundancia isotépi-
ca natural e enriquecida foram realizadas por espectrometria
de massas (28). Na avaliagdo do processo proposto utilizou-
-se de duas amostras de glicina com abundancia isotépica de
6,7 e 0,9% atomos de ®N. As determinagdes da concentra-
¢éo de amdnia presente no inicio da reagdo, no final (excesso)
e a pureza do aminoacido obtido foram realizados fazendo-se
uso da destilagdo por arraste a vapor. A estrutura da molécu-
la foi determinada por espectrofotdmetro infravermelho com
transformada de Forrier (FTIR).

Além do emprego da glicina-"*N na sintese do herbicida glifo-
sato-"°N, pode-se, ainda, destacar a possibilidade da utilizag&o,
da mesma, na avaliagdo do metabolismo aminoécidico e protei-
co em organismos biolégicos (29-31). Para tanto, foi realizada a
quantificagdo da carga microbiana nas amostras sintetizadas no
presente trabalho a partir do método proposto.
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A determinacdo da carga microbiana, nas amostras de
glicina, foi efetuada seguindo o protocolo analitico recomen-
dado na Farmacopeia Brasileira (32). Foram utilizadas para
analises seis amostras de glicina, sintetizada, contendo, em
cada uma delas, 1 g do aminoéacido, divididas em 2 grupos,
classificados de acordo com o armazenamento (3 amos-
tras armazenadas em frascos &mbar de 60 ml irradiados e 3
amostras armazenadas em frascos @mbar sem uso da irradia-
¢éo), além de duas amostras controle (padroes).

A irradiagédo dos frascos foi realizada por um periodo de
24 h com dose de 10 KGy/h utilizando-se fonte de %°Co em
irradiador tipo Gammacell-220 fabricado por MDS Nordion
1999, 97,61 TBq (2638 ci) e taxa de dose 0,477 KGy/h. O ir-
radiador tipo Gamma Cell possibilita irradiagées de amostras
com volume maximo de 1L e é utilizado para estudos de colo-
ragdo de gemas, mutacdes genéticas, esterilizagdo de mate-
riais, entre outros. Os frascos foram nomeados como G1, G2
e G3 (sem irradiagdo) e G4, G5 e G6 irradiados.

Para as andlises microbioldgicas foram utilizados trés
meios de cultura (Tabela 1). As amostras de glicina foram di-
luidas em 9 ml de solugédo NaCl 0,85%. Na sequéncia 100 pL
de cada diluicdo foram distribuidos, em triplicata, uniforme-
mente em placas de petri contendo os respectivos meio de
cultura, conforme demonstrado na Tabela 1, um controle ne-
gativo também foi realizado no qual 100 pL da solugéo salina
foi plaqueada nos respectivos meios. Apds o plaqueamento,
as placas foram incubadas durante 72 h em estufa tipo BOD,
a 28°C sem iluminagéo. Finalmente, apds 72 h foi feita a con-
tagem de unidades formadoras de coldnias.

Tabelai. Condicoes experimentais observadas no plagueamento das
amostras de dlicina

Micro- Temperatura
X / Periodo de Meio de cultura
organismo . =
incubacao
- o Agar -peptona 5 %, extrato de
Bactérias 28°C-72h came 3 % e Agar 15%
@ _ BDA- batata, dextrose e Agar -
Fungos IS Oxoid Brasil Ltda
actinomicetos 28°C-72h Difco

A determinacdo de metais na glicina sintetizada foi realizada
com o objetivo de avaliar possiveis contaminagdes (Cr, Fe, Ni,
Zn, Cu e Fe) na etapa de sintese, proveniente do contato dos re-
agentes com partes metalicas do reator de sintese, ou do proprio
reagente. O reator, no presente trabalho, foi uma alternativa em
relagéo ao procedimento desenvolvido anteriormente (27), objeti-
vando aumentar o rendimento e principalmente reduzir perdas de
®N. Essa avaliagdo torna-se importante notadamente no empre-
go do aminoacido em ciéncias médicas, bem como na produgéo
do herbicida glifosato isento dos elementos supracitados.

A utilizacdo de técnicas para determinagdo multielementar
tem se desenvolvido muito nos Ultimos anos devido ao aumen-
to do nimero de analises quimicas para uma grande variedade
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de matrizes. Em func&o disto, a espectrometria de massas com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) mostra-se uma técnica
versatil e que permite a quantificagcdo, em niveis de traco e ultra-
trago, da maioria dos elementos da Tabela periédica®. As referi-
das analises de teor (mg/kg) dos elementos ( B, Na, Mg, Al, P, S,
K, Ca, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, BA, Pb), nas amostras sintetizadas
de glicina, foram realizadas conforme o método 6002 A ( manual
SWC - 846 da USEPA) em ICP-MS, marca Agilent, modelo 750
Ce, com sistema de reagao octopolo nebulizador concéntrico,
com vazdo de 1 mL min'. As condi¢des operacionais do ICP-MS
foram: 1500 Watts de poténcia de plasma; 1,73 V de poténcia de
RF; vazéo de gas auxiliar de 0,9 L min'; vazdo do gas nebulizador
de 0,1 L min™' e vazao do gas do plasma de 15 L min™.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A sintese da glicina utilizando am®onia aquosa 25% (m/v) per-
mitiu obter uma massa de 2,7+0,3 g do aminoéacido, represen-
tando um acréscimo de 42% quando comparado ao rendimento
obtido por Tavares (27). No entanto, o rendimento continua sen-
do inferior ao citado pela literatura em virtude da modificagéo da
metodologia, que se fez necesséaria com a retirada do carbonato
de aménio da reacéo.

Os resultados do balanco nitrogenado (recuperacao do
N-NH, no processo), obtidos a partir da destilagéo por arraste a
vapor e a produgdo do aminoacido glicina (gravimetria) em fun-
¢éo do volume de NH,_, concentrada, estdo apresentados na
Tabela 2. Os valores do nitrogénio (g) em excesso foram obtidos
apos o periodo de reagéo, em sistema por arraste a vapor, e cor-
responde ao nitrogénio que permaneceu no sistema (solugéo) ao
final do processo na forma de NH, _ . As perdas verificadas foram
principalmente na forma gasosa (NH,) devido a manipulag&o.

Com as adaptacdes realizadas na linha, para viabilizar a utili-
zagao de amdnia anidra no sistema ao invés de aménia aquosa,
foi possivel obter uma recuperagéo de "N ("*NH, em excesso
e "®N-glicina) superior a 97%, quando utilizou-se para sintese
12,5 g de acido cloroacético e aproximadamente 10 g de amé-
nia anidra. Os testes foram realizados variando-se a quantidade
em massa dos reagentes (acido cloroacético e amoénia anidra)
visando obter as melhores condicdes de sintese. Os dados estao
apresentados na Tabela 2.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que
a porcentagem de amdnia, em excesso, recuperada no sistema
com emprego do reator, foi superior quando comparado ao pro-
cesso anteriormente utilizado (27). Ainda levando-se em consi-
deragéo os dados apresentados na Tabela 2 pode-se observar
que as melhores condigdes na sintese de glicina foi obtida com
a redugdo na massa inicial de &cido cloroacético (T2), obtendo-
-se neste ensaio uma massa da ordem de 2,32 g do aminoaci-
do, correspondendo a um rendimento da ordem de 23,4%. Nas
mesmas condi¢des pode-se observar a recuperacéo de 97,6%
(8,0 g) do nitrogénio ("*NH,) inicialmente utilizado. Desse total, 7,6
g e 0,4 g foram recuperados do N nao incorporado a glicina
(excesso) e N-glicina, respectivamente.
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Tabela 2. Recuperacéo do nitrogénio em excesso na reacao e producéo de glicina (n=3)

Teste Massa (g) Ac. cloroacético | N-aménia anidra (1) | N-Aménia anidra (2) N - recuperado % (3) Producao de glicina (g) (4) | Pureza %
T1 25 20,6 16,9 82,0 2,66 + 0,33 98
T2 9,3 9,1 97,8 1,17 £ 0,07 96
T3 8 8,2 7,5 91,4 1,58 + 0,03 99
T4 10 4,8 4,5 93,7 0,93 + 0,02 99
5 12,5 8,2 8,0 97,6 2,32 + 0,26 99

T1, T2,T3,T4,T5: reacao nas condigcoes proposta no presente trabalho; (1) Massa (g) inicial de N na forma de amonia anidra (N-NH3); (2) Massa

(g) recuperada de N-NH3 no final do processo e N-Glicina; (3) (Nitrogénio Total recuperado no processo); (4) Massa (g) de glicina obtida no final do
processo; (5) Rendimento conversao N-NH3 a N-glicina de acordo com a estequiometria da reacao (2)

A determinacéo do teor de N (%) nas amostras com abun-
dancia isotdpica natural foi realizada por espectrometria de
massas ANCA-SL (Autometic Nitrogen Carbon Analyser Solid
and Liquid) da PDZ Europa. Os resultados médios (mg L' de
N) para todas as amostras de glicina sintetizadas (solugbes
preparadas a partir do aminoacido produzido) bem como o
padrdo Sigma foram de 0,96 + 0,02%. Estes dados eviden-
ciam que o teor de N nas amostras foi compativel ao do pa-
drédo p.a Sigma (0,98%) e a pureza do aminoacido € da mes-
ma ordem de grandeza do padrao empregado.

A estrutura molecular do aminoéacido foi confirmada utili-
zando-se da espectroscopia infravermelho com transformada
de Forrier (FTIR) e pode ser observado na Figura 2. Os resul-
tados sdo semelhantes entre a amostra sintetizada e o padréo
sigma. Ainda que seja desnecessaria a identificacdo de cada
um dos picos observados na figura, nota-se que os espectros
praticamente se sobrepdem.

—— Glicina
—— Padréo
80

60+

(AT 49

204

Figura 2. Amostra de glicina sintetizada sobreposta ao padréao
sigma

As analises microbiolégicas (placas de petri) demonstra-
ram que as amostras sintetizadas nao sofreram contamina-
¢do por micro-organismos durante o processo de sintese e
armazenamento, sendo indiferente para os frascos irradiados
e para os que nao foram irradiados. Os resultados podem ser
visualizados na Tabela 3.
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Tabela 3. Contagem de microrganismos viaveis, fungos, leveduras e
bactérias nas amostras de glicina sintetizadas

Andlise Tipo de recipiente
Amostra
Bactérias Fungos e leveduras (armazenagem)
G1 <10 UFC/g <10 UFC/g Frasco Ambar
G2 <10 UFC/g <10 UFC/g Frasco Ambar
G3 <10 UFC/g <10 UFC/g Frasco Ambar
a <10 UFC/g <10 UFC/g Frasco Ambar
4 o
irradiado
G <10 UFC/g <10 UFC/g Frasco Ambar
5 )
Irradiado
G <10 UFC/g <10 UFC/g Frasco Ambar
6 .
Irradiado
Padrao <10 UFC/g <10 UFC/g Frascos Ambar
Padrio <10 UFC/g <10 UFC/g Frascog Ambar
Irradiados

G1, G2 e G3 referem-se a amostras armazenadas em frascos ambar
nao irradiado; G4, G5 e G6 referem-se a amostras armazenadas em
frascos ambar irradiados.

De acordo com a farmacopeia (32), o limite para fungos e
leveduras é < 100 UFC/ml e < 10° UFC/mI para bactérias. De
acordo com a Tabela 3 verifica-se que ndo houve contaminagao,
corroborando assim o uso da glicina na forma oral para estudos
relacionados ao metabolismo proteico em seres humanos.

Outro aspecto importante investigado foi a determina-
¢do de metais empregando a espectrometria de massas
com plasma indutivamente acoplado (ICPMS), que permitiu
avaliar a presencga dos elementos Cr, B, Na, Mg, Al, P, S, K,
Ca, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Ba e Pb nas amostras sintetizadas. A
precisdo e a exatiddo do método analitico empregado foram
verificadas utilizando um material de referéncia (NIST 1515).
Os resultados obtidos referentes aos elementos analisados
concordam com os valores de referéncia apresentando taxa
de recuperacado na faixa de 93 a 105% e desvio padréo re-
lativo, em geral, menores que 8%. Embora os dados refe-
rente a concentragdes (mg kg™), apresentados na Tabela 4,
de metais, sejam superiores quando comparadas ao padrédo
de glicina (comercial), esses ndo sdo preocupantes, uma vez
que para estudos na area biomédica sdo admitidos, via oral,
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em torno de 250 mg de aminodcido. Ainda, deve-se salientar
que o aminodcido ndo é utilizado diariamente, descartando
a preocupacgao de levar a acumulagdo desses elementos no
organismo em estudo. Nessas condi¢cbes a quantidade dos
elementos (mg kg™ massa corpérea) sdo muito inferiores ao
limite maximo permitido pela legislagéo pertinente (34). A pre-
senca desses elementos nas amostras sintetizadas podem
ser explicados por vérios fatores, entre os quais pode-se
mencionar: contaminagao durante o procedimento analitico;
corrosdo proporcionada pela amdnia anidra no reator de ago
inox (liga de Fe, Cr, Ni, Mn, Cu); processo de secagem do
aminoacido em recipiente de vidro borosilicato, que contem
Si0,, B,O,, Na,0, Al,O,; e provenientes dos reagentes. Como
prevencéo, visando garantir a qualidade do produto final, de-
verd ser realizada uma impermeabilizagdo no revestimento
interno do reator (tubulagéo, parafusos e demais acessérios
em aco inox — Figura 1) e maiores cuidados na manipulagao
do aminoacido sintetizado.

Tabela 4. Determinacao do teor (mg kg') de metais por ICP-MS nas
amostras de glicina sintetizadas.

Elementos Glicina (p.a) Glicina (sintetizada)
(mg/kg)

B 0,0 2,60 + 0,09
Na 1,33+ 0,45 13,7 +1,73
Mg 1,39+ 0,12 4,72 + 0,30
Al 0,35+ 0,50 14,03 + 0,86

0 0

0 0

0 0
Ca 4,31 £1,17 34,9+ 10,45
Cr 0 25,1+ 0,20
Mn 0,006 + 0,01 0,64 +0,06
Fe 0 25,50 +1,10
Ni 0 0,57 + 0,04
Cu 0 1,82 £2,82
Zn 0,07 + 0,04 2,76 = 0,46
Ba 0,01 £0 4,17 +0,10
Pb 0 0,05 + 0,01

CONCLUSOES

A linha de sintese da glicina proposta foi totalmente con-
cluida. O sistema é de facil operacionalidade e sera empre-
gado em rotina devido aos excelentes resultados alcangado,
principalmente em relagdo a massa obtida de aminoacido,
recuperacao do N e pureza final do produto. Esse resultado
vem ao encontro a limitagdo na capacidade de produgéo de
compostos marcados no Brasil, incluindo a glicina, também
porqgue ha uma série de outras moléculas de interesse sendo
produzida em rotina no pais.
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Vidraria para laboratdrio com a qualidade
que vocé precisava e com o melhor custo bene-
ficio do mercado,

Itens confeccionados em vidro borosilicato 3.3, conferindo em alto
grau de transparéncia e resisténcia aos materiais, que, ainda sio
selecionados pelo controle de qualidade EasyPath, garantindoa
melhor qualidade e maior confiabilidade para vocé.
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