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REESUMO

Sementes moidas de feijao de porco branco (Canavalia ensiformis DC). foram
utilizadas como fonte de wrease. para obtengio de extrato  enzimdtico
cmpregado na determinagdo potenciométrica de urdia em leite por inje¢ao
seqiicncial. O madulo de andlise do sistema proposto empregou unidade de
difusdo gasosa ¢ potencidometro acoplado a eletrodo seletivo a aménio. de
gcometria tubular ¢ sem referéneia mterna, como detector, s

Palavras-chaves: uréia; urease; leite; andlise por injecao seqiiencial. 5

INTRODUCAO

O leite. obtido em circunstincias naturais. ¢ uma cmulsdo de cor branca. ligeiramente
amarclada. sccretado pelas glandulas mamdrias ¢ constitui alimento indispensavel aos
mamiferos nos primeiros meses de vida, Para scu consumo deve ser obtido em ordenha
higi¢nica ¢ ser produzido por vacas sas. submetidas a dicta apropriada. Sua composigio ¢
valor protdico sao varidveis. sendo fortemente influenciados pela dicta a qual o animal cstd
submetido [1]. Um aumento no interesse da determinacao de urdia no leite tem  sido
verificado. devido a seu reconhecimento como indicador do estado nutricional ¢ performance
reprodutiva do rebanho [2]. Normalmente, a urdia ¢ monitorada espectrofotométricamente
cempregando-se reagdes enzimadticas. ?3

Linzimas sdo proteinas com lungoes cataliticas capazes de estimular reagdes quimicas.
especificas. Tais substdncias sdo encontradas na natureza na forma de misturas complexas,,
distribuidas em diversos compartimentos celulares. bem como em diversos (Tuidos bioldgicos.,
A obtengdo de extratos que contenham atividade enzimdtica ¢ possivel pela ruptura inicial da,
membrana celular que contenha a enzima. o qm deve ser feito com a minima desnaturagao
das proteinas [ 1.

Reagoes enzimdticas (¢m- sido amplamente uatilizadas em diversos procedimentos
analiticos. devido a sua seletividade ¢ sensibilidade. Neste trabalho. o extrato bruto da
homogencizacao das sementes de Ieijao de porco branco (Canavalia ensiforms DC) em
tampao fosfato. foi utilizado como fonte natural de wrease |3]. para

determinagao
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potenciométrica de urcia em amostras de leite. Procedimento empregando sistema de andlise
'hnr inje¢do seqiiencial [4]. acoplado a unidade de difusdo gasosa ¢ cletrodo tubular seletivo a
amonio [S]. foi desenvolvido com a linalidade de viabilizar o tratamento “on-line™ das
amostras. climinando diversas ctapas. mecanicas ¢, deste modo. simplilicando ¢ aumentando a

;lp‘ralicidudc da andlisc.
METODOLOGIA

O métedo de determinacdio se bascon na conversdo enzimdtica da uréia a amdnia.
realizada pela urcase. A amonia produzida se difundia através de uma membrana hidroldbica.
Y ',.V.Sclndn coletada por um segundo fluxo transportador. onde ocorria a conversdo NH/NH,'. que.
5 'f"no passar através do eletrodo tubular seletivo ao fon amdnio [4]. provocava uma diferenga de

b

“potencial proporcional a concentragdo de urdia na amostra de leite.

S PARTLE X PERIMENTAL

m

SISTEMA POR INJECAQ SEQUENCIAL

No diagrama da Figura 1. cstd representado o sistema empregado. Bomba peristdltica
. foi conectada a vilvula seletora permitindo que a amostra de leite “in-natura™ ¢ o extrato
cnzimdtico fossem aspirados seaiicncialmente. misturando-se ¢ sendo transportados para uma
hobina de recacdo. Através de um fluxo reverso. amostra + extrato enzimdtico cram
direcionados a4 uma unidade de dilusdo gasosa. por onde a amonia s¢ dilundia. ¢
| posteriormente ao descarte. A amdnia que difundia. cra coletada por um segundo uxo
3 (transportador ¢ convertida a fons amdnio. que ao passarem através do cletrodo tubular seletivo

7
1

sheriavam uma diferenga de potencial.

i

Bomba

Penstilica

—»

Bombha

Penstaluea

Figura 1. Sistema de Analise por Injegao Sequencial. A, amostra (250 pL): EE, extrato enzimatico (250
ul), C, e C,. fluxos transportadores (H,0. 4,0 mL min " e TRIS-HCI 0,01 mol L ' - pH 7,5, 0,35 mL min’'
respectivamente); By e B,, bobinas de reagdo (1.000 cm e 100 cm, respectivamente); VS, vélvula seletora;
ESI, eletrodo tubular seletivo ao ion aménio; ER, eletrodo de referéncia; D, descarte

OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO ENZIMATICO
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Massa cquivalente a 25.0 g do [eijao de porco (Canavalia ensiforms DC). [inamente
moido. ¢ 2.5 g de polyclar SB-100 foram vigorosamente homogencizados ecm 100.0 ml, de
solugio tampao fosfato 0.10 mol 1" (pH 7.0). por 30 minutos. empregando-sc um agitador
magnético. Iim scguida. 0 homogenado foi filtrado em quatro camadas de gazce ¢ centrifugado
a 5.000 rpm ¢ 4°C. durante 60 minutos. A solu¢ao sobrenadante foi utilizada como [onte
enzimdtica de wrease.

RESULTADOS

A incorporacao da unidade de difusdo gasosa possibilitou o tratamento “on-linc™ da
amostra. climinando cleitos indesejaveis causados pela presenga de espéeies idnicas ndo-
voldleis.  macromoléeulas ¢ maleriais  particulados na  matriz.  que  seriam — potenciais
interferentes ao método proposto.

ApOs o cstabelecimento das condicoes de trabalho. temperatura. volumes de amostra ¢
extrato cnzimdtico, o sistema foi aplicado a amostras Icite. ¢ a precisdo foi cstimada cm
termos do desvio padrao relativo de uma amostra processada dez vezes (dpr < 2 %). A
cxatiddo  foi  determinada com  leituras  de amostras  previamente  analisadas  por
espectrofotometria de absor¢ao molecular na regiao do ultravioleta (kit enzimdtico Wiener
lab., Argentina). Testes de adi¢ao ¢ recuperagao indicaram variagao entre 99-106 %. Todos os
experimentos apresentaram bhoa repetibilidade ¢ lincaridade para o grdfico de rotina.

CONCLUSOES

O procedimento proposto oferece a vantagem de automatizar as ctapas de manuscio ¢
pré-tratamento das amostras de leite. simplificando ¢ aumentando a conliabilidade da
determinacdo. Além da robustez instrumental. cm conjunto com o detector potenciométrico.
apresenta grande versatilidade ¢ facilidade quanto a aquisi¢do de dados. O emprego de
leguminosas. como fonte natural de urcase na determinacao potenciométrica de uréia. ¢
perfeitamente vidvel ¢ pratico. pois apresentam baixos custos ¢ sdo lacilmente encontradas no
coméreio em geral.
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