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UTILlZAÇAo DO FEIJ,\O DE PORCO (Canavalia ensifortnis DC) NA '~
DETERMINAÇAo POTENCIOMItTRICA DE URI~IA EM LEITE POR'

INJEÇAO SEQÜE 'C!AL
- ';)

Fernando V. su». (PC;", 1\1111Rifl! A. /Vng/ll'im IrQ/. Gil!>er!o R, S()/I~{/ (PQ)', Boaventura
F, Reis (PO!'. II1l1li(/ CM,R,S, ;11nll(('II('gm (PQ{ Jf.JsP i.r.c. l.ill/(/IPQ)",

I. lmbrapa I'ecll~ria Sudesle, ('.1' ,Vi, 1\,"N)-'J70, Sã" ('arlo, SI', Ilrasi!: 2. Inslilul" de Quirnica de São
Carlos. IQSC-llSI', Súo ('arto, SI', IIrasil: ',Celllro de Fnl'r~ia Nuclear na i\grrnJllur:L C(,Il~-USP,

Piracicahn SI', Ilrasil: 4, l iep. ()u;IllICa 1';<ic,1.I';l<'uldade de 1';1f1l1,in:1.I'ofl(\ I'(\flu~al
TL'I,: (0161 161-'61!: I:,,' fOI (,i 161-,"7."4
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RLSUMO
Sementes moídas de lc ijâo de [lorco branco (('{/II(fI'{dill ('//,Ii/;",,"i,1 I)e). ruram
utilizada» COIllO rOnlL' de /l1/'O,I/', para ubrcncão de extrato cnvimático
empregado na dctcrminacão pon-nciornémca de uréia L'Il1 leite [lor injeção
scqücnciat. () módul« de iln,ílise do sistema prupoxtn empregou unidade dL'
difusão gasosa e porcnciórncrro acoplado a eletrodo seletivo il amónio. de
geometria tuhular c sem referência interna. como dcicctor.

Palavras-chaves: uréia: urease; lei/e; análise por injeção seqiiencial.

I NTR()I)( 1('AO
() leite. obtido em circunslãnci,ls naturais. é lima crnulxán de cor branca. ligeiramente

amarelada, sccrciado [leias gl;indlllas malll,írias e cnnstirui alinn-nto indispcusávcl aos
mam ílcrnx nos primr irux meses de vida, !'ara seu consumo deve ser ohlid« em ordenha
higi0nica e ser produ/ido [lor vacas sJs, submcudas a dieta apropriada. Sua cornposição c
valor protéico xáo variáveis. sendo rlll'tL'nlL'nlC iutlucnciadus [lcla dieta a qual p animal está
submetido 111, Um aumento no interesse da dctcrminacão de uréia no leile tem sido
verificado. devido a SCII reconhecimento corno iruhcador do estado nuuicionul e pcriorrnancc
rcprodutiva do rebanho 121, Normalnu-ntc. a urL~ia l~ monirorada CS[ll'Ctrprolpml~lricamcnlc
empregando-se rcacôcs cn/.illliít icas.

Lnlill1as são prntcinax com rUIlr.;t'ICScalalíliL'as capa/es de cxtimular reações químicas
especificas. Tais substâncias são encontradas na natureza na torma dr misturas complexas,
dixtribuidas em diversos cumpartuncnros cclularc». bem COIllO em diversos fluidos hinlóg icos.
A obtenção de extratos quecontenham atividade en/im,ílica é possivc] [leia ruptura inicial da, ~
membrana celular que cnnn-uha a cnvirna. p qUl' dl'\'c' ser Il:ilo com a mínima dcsnaruraçào
das prutcínax 111,

Rea(,:lles cnxunáticas têm sido amplamente ulili/adas em diversos procedimentos
analíticos. devido à sua sclctividndc c ~cnsihilidadc. I este trabalho. () extrato bruto da
homogrncizncã« das sementes de rcijào de [lPI'CO branco (('rtl/III'II/ill 1'/1.11/;1/'///.1' !)C) em
tampão losfato. fui utilizado como Illnte natural de ///'/'(1.1'/' 1.\ I, para dctcrminacão
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.,.. ',!l0lcncioll1L:lrica de uréia em amo-aras de icitc. l'roccdimcuto empregando sistema de análise
~"por injeção scqücncial l-íl. acoplado a unidade de difusão gasosa e eletrodo tuhular scícuvo a

'ámõnio ISI, foi desenvolvido COIll a finalidade de viahilizar o tratamento "on-linc" das
"àmoxuas. eliminando di\'ersas crapas mecânicas e. deste mudu. sirnplificando c aumentando a
~'.

•. "p'ral icidadc da al1,ílisc.
~fll

MH()D()I 0(; I!\
() método do: dcn-rrninacão se baseou na convcrxão cnz irnát ica da urcia a amônia.

rcali/ada pela urcasc. !\ amúnia produ/ida se difundia através de uma membrana hidrofôhica .
. sendo coletada por UIll segundo fluxo transportador. onde ocorria a conversão NH,/NI-I/_ que,

-or,' - I I I I I I' . ... 141 .I" . I.;, ao passar alra\'l'S t o c Cl!'ot (1 runu <Ir s\~cuvo ao 1011amemo _ provocava uma diferença t c
11Gl . I 'I . - I" I I .porcncra proporciona a conccruracao t l' urcra na amostra te cuc.

" r.PARTI·: LX I'I'I~ IMLNT!\!,
m'l ~ ..
J SISTEMA POI? INJI:-ÇIlO SLQUENOAL
l' 10 di<lgrallla da ligura I. l'Sl,í representado o sistema empregado. Bomba pcrixlált ica
."I(li cuncctuda a v,íh'lIla sclctora pcnuit iudo que a amostra de leite "in-natura" c o extrato
l(' en/imárico fossem aspirados scqücncialmcntc. misturando-se c sendo transportados para urna

bobina dc rcacão. Alravú de um !luxo reverso. amostra + extrato cnzimãt ico eram
dirccionados a uma unidade de difusão gasosa, por onde a amônia se difundia. c
posteriormente ao descarte. !\ amônia que difundia, era coletada por um segundo fluxo
transportador \' convcn ida a íons amiínio,quc ao passarem através do clctrudo tuhular seletivo

':,"i","muma""I""'''ii''

npmb:"!

1'l'Il"I,íIIIC;1

I\tllIlha
Pt'nq:iIIK:l

Figura 1. Sistema de Análise por Injeção Seqüencial. A, amostra (250 ul.): EE, extrato enzimático (250
pl.). C, e C" fluxos Iransporladores (H,O. 4,0 mL min ' e TRIS-HCI 0,01 mal L ' - pH 7,5,0,35 mL min '

respectivamenle); 8, e 8,. bobinas de reação (1.000 cm e 100 em, respectivamenle); VS, válvula seletora:
ESI, eletrodo Iubular seletivo ao íon amônia; ER, elelrodo de referência: D, descarle

OBTENÇÃO DO EXTRATO BRUTO ENZIMÁT/C'O
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(• Massa equivalente ,I 2S.0 g do feijão de porco t Canavalia ensiform: J)e). finamcntc
moído. e 2.S g de polyclar SH-I 00 loram vigorosamcruc homogcncizados em IO().() ml. de
solução tampão lúsrato 0.10 mol I. I (pl I 7.11). por 'Illllinutos. empregando-se um agitador
magnético. l.m seguida. o homogcnado roi filtrado em quatro camadas de gaze c ccntritugaoo
à S.Il()(l rpm e 4"('. durante ó() nunuros. /\ xolucão sohrcnadantc roi utilizada C01l10 fonte
cnzirnática de IIrl'{/.I'('.

RI xur.r /\J)OS
/\ incorporação da unidade de difusão gasosa posxihilitou () tratamento "on-Iinc' da

amostra. eliminando eleitos indesejáveis causados pela presença de espécies iónicas não-
voláteis. macrnmoléculas e materiais pan.culadox na matriz, que seriam potenciais
interferentes ao método proposto.

/\pós o estabelecimento das cnndiçõcx de trabalho. temperatura. volumes de amostra e
extrato cnzimatico, o sistema roi aplicado a amostras leite. e li precisão roi estimada em
termos do desvio padrão relativo de uma amostra processada do vezes (dpr < 2 'Yr.) 1\
exatidão roi determinada COl1l leituras de amostras previamente analisadas por
cspccrrorotomctrta de ahsorcáo mulccular na região do uluaviolcta (kit cnzimático Wicncr
lab., Argentina), Testes de adição e recuperação indicaram variação entre 'N-I 0(, ri? Todos os
experimentos apresentaram hoa rcpctihilidadc e lincaridadc para o grMico de rotina.

CONCI,lISClI':S
O procedimento proposto oferece a vantagem de automat i/.ar as etapas de manuseio e

pré-tratamcnro das amostras de leite. ximplil'icando c aumentando a confiahilidadc da
determinação. Além da robuxtcz instrumcntul, em conjunto com (1 dctcctor potcnciorncmco.
apresenta grande versatilidade c lacilidadc quanto ;1 aquisição de dados. () emprego de
lcguminosas. como l'onlc natural de urcasc na dcrcnninacão porcnc ioméuica de uréia. é
perfeitamente viável e prático, pois apresentam baixos custos e são facilmente encontradas no
comércio em geral.
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