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RESUMOQ: O presente trabalho estabelece técnica de doseamento de DL-lisina em
preparagies farmacfuticas ou dietéticas, onde também fazem parte da férmula substincias
come: Cloridrato de buclising, vitaminas A e do complexo B e D, triptofane, 4cido glutdmico ¢
Cloridraio de betaina. A técnica proposta ndo requer extragio prévia da lisina, e utiliza o
nitroprussiato de sédio e ietraborato de sodio, gque reagem com o referido aminodcido,
formando um composto colorido, com maximo de absorcdo em $45nm.

DESCRITORES: DI-lisina em medicamentos e suplementos dietéticos, determinacio;
medicamentos, DL-lisina em, determinagio; suplementos dietéticos, DL-lisina em,

determinagio.

INTRODUCACO

A Hsina, aminodcido essencial a dieta, desempe-
nha importante papel nutricional no crescimento
humano, tornando necessaria sua ingestdo atraveés

de variados alimentos protéicos e de suplementos

dietéticos.

As primeiras téenicas analiticas, altamente selefi-
vas para a determinacio de lisina, utilizaram como
reagente a enzima L-lisina descarboxilase, onde o
dideido de carbono liberado cra medido manomé-
tricamente® 1614,

Utilizando ainda o método enzimatico, foram
aprimorados 0s sistemas de separagiio e deteccdo
das produtos da reagio enzimatica, tais como cle-
trodo seletivo, cromatografia de troca idnicas a1
¢ fluorimetria, a partir da formagio prévia de um
derivade flucrogénico da carnitina.

A espectrofotometria de absor¢io na regio do
visivel lambém & empregada para o doseamento da

lisina, CARPENTER' utilizou a reacao do
i-flitor-2,4-dinitrobenzeno com os grupos & -ami-
nos Hvres da lisina contida na estrutura protéica (li-
sina biodisponivel) e, apds a hidrolise 4cida, o pro-
duto colorido foi extraide e a leitura espectrofoto-
métrica efetuada na regifio de 346 nms, Outros
gutoresh4 aprimoraram essa técndca introduzindo,
além do reagente citado anteriorimente, as seguintes
substincias quimicas: acido 2,4,6-
trinitrobenzenossulfdnico e metacrilato, permitin-
do a determinacio da Hsina biodisponivel e ndo dis-
ponivel existente na proteina.

Com a introdugdo da cromotagrafia liguida de
alta resclugfo, a lisina passou a ser determinada
com alto grau de sensibilidade e reprodutibilidade,
utilizando-se diferentes técnicas de detecgdio? 8.3,

Apesar de existiremy métodos altamente sofistica-
dos para a quantificacdo da lisina em diferentes
produtos, nem todo laboratorio podera efetud-los
pela ndo disponibilidade de equipamentos ¢ de rea-
tivos especiais de custos elevados. Devido & necessi-

* Realizado na Segdo de Quimica Farmacéutica do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Panlo, SP.

** Do Instituto Adolfo Lutz.
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dade do conirole quantitativo da lisina em formula-
cOes medicamentosas existenies no comércio, 0s ay-
tores se propdem a desenvolver metodologia espec-
trofotoméirica na regijo do visivel, baseada na rea-
¢do de identificacdo da DL -lisina inscrita na Farma-
copéia Francesa, 87 edigio?s,

MATERIAL E METODO
Muaterial

A técnica desenvolvida pelos autores foi testada
em 18 amosiras de diferentes medicamentos recebi-
dos para analise no IAL, sendo 12 na forma de so-
lugdo, 5 comprimidos ¢ uma suspensde, utilizados
como complementacio alimentar, que 80 indus-
trializados e comercializados na cidade de S50 Pau-
lo, e que contém em sua formulacio lisina ¢ outros
componentes, tais come vitamina A, B,, B,, B, By,
e D, nicotinamida, pantotenato de célcie, glucona-
to de calcio, hipofosfito de calcio, citrato férrico
amoniacal, hipofosfito de magnésio, hipofosfito de
manganés, iriptofanoc, acetilmetionina, inositol, ex-
trato de figado em pd, Di-carnitina, sorbitol,
buclizina, fluoreto de sodio, fosfato tricdlcico, sul-
fato de cobre, extrato de mucosa gasirica, sacarina
sodica, nipagin e cloridrato de betaina.

Equipamento
EspectrofotOmetro (Varian, mod. 635)
Reagentes

Nitroprussiato de sbdio p.a.
Tetraborato de s6édio p.a.
Acetona p.a.
Monocloridrato de DL-Esina

Solugdes

Solugdo de nitroprussiato de sédio a $% em dgua
destilada.

Selugio de tetraborato de s0dio a 3% em agua
destilada.

Solucdo padrée de monocloridato de DL - lisina:
dissolver 150 mg de monocloridrato de DL-lisina
em Agua destilada. Transferir guantitativamente
para balao volumétrico de 100 ml e completar o vo-
hume com dgua destilada (1 ml desta schucéo con-
tém 1,5 mg de monocloridrato de DL-lisina).

Solucio amosira: preparar uma solugdo aquosa
da amostra que conlenha cerca de 1,5 mg de mono-
cloridrato de DL-lisina por mi.

Curva de calibragdo — Pipetar aliquotas, respec-
tivamente, de 0,5; 1,0: 1,5;2,0; 2,5¢ 3,0l de solu-
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¢do padrao de monocloridrato de DL-lisina para
balbes volumetricos de 25 mi, Adicionar agua desti-
lada suficiente para que o volume de solucio per-
maneca em 5 ml em cada um dos baldes, Colocar
em cada baffo 4 m! de acetona, ! ml de soluciio ni-
troprussiato de sodio a 5% ¢ 5 ml de solugdo de te-
traborato de sédio a 5%. Agitar levemente ¢ deixar
em repouso por 60 minutos ao abrige da fuz. Com-
pletar o volume de cada baifio com agua destiladae
efetuar imediatamente as leituras de absorbancia a
545 nm em especirofotdmeire, usando comeoe bran-
c0 agua destilada, em cubetas de 1 cm de espessura,
Tragar a curva de calibragiio em papel milimetrado,
colocando-se as leifuras de absorbéncia no eixo das
ordenadas ¢ ¢ valor das concentrages no eixo das
abscissas.

Determinacdo da DI -lising na amosira: Pipetar 1
ml da solugdo amostra ¢ transferir para um baldo
volumeétrico de 25 mi, ¢ proceder como ¢ descrito
em curva de calibracdo. Calcular a guantidade de
Di-lisina utilizando-se a curva de calibracio pré-es-
tabelecida. ’

RESULTADOS

Para o procedimento analitico descrito na obten-
¢fo da curva padrio, fixaram-se as concentragdes
de nitreprussiate de s6dio a 3% e teiraborato de sé-
dio a 5%, consideradas ideais,

O desvio padrio calculado fol de 2,3% e os testes
de recuperacgio de Di.-lisina revelaram valor médio
de 98,3%. O tratamento estatistico dos dados expe-
rimentais estdo apresentados na tabela 1.

DISCUSSAC E CONCLUSAO

Analisando-se a curva padrio, constata-se que a
faixa de concentracio de monocloridrato de DL-li-
sina que obedece & Lei de Lambert-Beer, apos a for-
macdo do composto colorido, estd compreendida
entre 60 ¢ 130 pg por ml, sendo que a methor feitura
de absorbéncia foi obtida com solugfo de 120 ug
por mi. Destes dados depreende-se gue a técnica
proposia tem boa aplicacdo nas amostras onde a
quantidade de monocioridrato de DL-lisina a ser
determinada ndo seja demasiadamenie pequena,
como & o caso de medicamentos e produtos dietéti-
cos, nfo se destinando & pesquisa bioguimica onde
seus nivels de concentracdo sdo bem menores.

Foi estabelecido o intervale de 60 minutos apds a
adicdo dos reagentes, porque as melhores faixas de
leitura foram obtidas neste tempo, apos o gue, co-
megaram a décrescer.
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FIGURA { —Perfil espectroforomeétrico na regiio de absorgiie do visivel para o composta colorido formado com uwma solucde padrio de
cloridrato de DL-lisina na concentragic de 120 ug por ml.
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FIGURA 2 —Perfil espectrofotomélnco na regido de abosorgdo do visivel do composie coforide formado com urma soluclio amaostra de
cloridrate de DL-fising, na concentracdo de 120 pg por ml.
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FIGURA 3 —Perfil espectrofotométrico na regido de absorgio do visivel do branco dos reativos utilizados para o desenvolvimenio da rea-

¢&0 ¢olorimétrica,
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TABELA 1

Sumirio dos dudos estatisticos para o cloridrate de DL-lising empregando-se o método colorimétrico

Dados estatisticos

Cloridrato de DL lisina

Intervalo em que a lei de Lambert —
Beer é obedecida (ug por mi)

60 a 150 Ug

Inclinacdo da reta (valor de b} 0,004

Intersecgdo com oeixodo y ~0.139

{vajor de a} !
0,993

Coeficiente de correlagdo

Eguacdo da reta

A=-0,139+0,004 ¢

Paralelamente, foi determinado o perfil espec-
irofotomeétrico do branco com Os reagenies empre-
gados no desenvolvimento da reagfio colorida ¢
constatol-se gue 05 Mesmos apreseniam maximo
de absorcdo em 390 nm, aproximadamente. Os rea-
genies nio exibem absor¢lo em 545 nm, que é o
ponto de méxima absorgdo para o composto colori-
do formado com o monocloridrato de DL-lisina,
como pode ser constatade na figura 3.

Em fun¢éo destas observagdes pode-se utilizar a
agua como branco, para o acerio do apareiho,

Os resultados dos perfis espectrofotométricos
das amostras e do padrido revelaram que nas dife-
rentes amostras analisadas pela técnica proposta, os

valores de monocloridrato de DL-lsina ndo sofre-
ram interferéncia analitica dos outros componentes
presentes na formulacio (Figuras 1 e 2).

A téenica proposta para determinacio do mono-
cioridrato de DL-lisina ndo exige extracio prévia do
amineacidoe, ao contrario dos demais métodos co-
lorimétricos, tornando-a adeguada para a rotina de
analise de formulagtes complexas de medicamen-
10s ¢ produios dietéticos,

Por sua simplicidade, precis@o, sensibilidade ¢
rapidez na execucfo, recomenda-se esta metodolo-
gla como alternativa aos laboratérios que ndo pos-
sam dispor de equipamentos sofisticados e reagen-
tes de custos onerosos.
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ABSTRACT: A method for quantification of DL-lysine monochleride in pharmaceuticals
and dietetics products without previous extraction was proposed.
Other substances as buclizine hydrochloride, vitamin A, D and B complex, tryptophas, glutamic
acid, betaine hydrochloride, when presented in such products, did not interfere int this reaction.
in this method, lysine reacts with sodium tetraborate and sodium nifroprussiase, producing a co-
lored compound, which exhibits maximum absorption at the wavelength at about 545nm.

DESCRIPTORS: DL-lysine in dietetic supplements and pharmaceuticals, determination;
dietetic supplements, DL-lysine in, determination; pharmaceuticals, DL-lysine in, determina-

tion.
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