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SISTEMA EM FLUXO PARA DETERMINAGAO ESPECTROFOTOMETRICA DE UREIA EM PLASMA DE
SANGUE ANIMAL EMPREGANDO LEGUMINOSA COMO FONTE NATURAL DA ENZIMA UREASE
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FLOW SYSTEM FOR SPECTROPHOTOMETRIC UREA DETERMINATION IN ANIMAL BLOOD
PLASMA EMPLOYING LEGUMINOUS PLANT AS NATURAL UREASEENZYME SOURCE. A
spectrophotometric flow injection analysis (FIA) procedure employing nawmedse enzyme source

for the determination of urea in animal blood plasma was developed. Among leguminous plants used in
the Brazilian agriculture, th&€ajanus cajanspecie was selected asease source considering its
efficiency and availability. A minicolumn was filled with leguminous fragments and coupled to the FIA
manifold, where urea was on-line converted to ammonium ions and subsequently it was quantified by
spectrophotometry. The system was employed to determine urea in animal plasma samples without any
prior treatment. Accuracy was assessed by comparison results with those obtained employing the official
procedure and no significant difference at 90 % confidence level was observed. Other profitable features
such as an analytical throughput of 30 determinations per hour, a reagent consumption of 19.2 mg
sodium salicylate, 0.5 mg sodium hipochloride and a relative standard deviation of 1.4 % (n= 12) were
also obtained.
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INTRODUGAO Canavalia ensiformise Canavalia brasiliensisforam utiliza-
das como fontes naturais da enzioraasepara o desenvolvi-

A determinacdo de uréia em fluidos biologicos € um impor-mento de procedimentos em fluxo visando a determinagéo
tante parametro para diagndsticos clinicos do funcionamentgondutométrick de uréia em soro de sangue humano, e
renal, alem de ser um dos indicativos da condigé@o nutricionabotenciométric’ em fertilizantes, respectivamente.
dos animais Em vista disso, métodos empregando variadas Este trabalho descreve o desenvolvimento de um procedi-
técnicas de detecgig tém sido propostos no intuito de sim- mento espectrofotométrico em fluxo para a determinacéo de uréia
plificar e aumentar a sensibilidade na determinacdo dessem plasma de sangue animal, empregafatde natural de
analito. Na grande maioria destes métddossejam eles uyrease e a quantificacdo dos jons aménio produzidos através
espectrofotomeétricos, potenciométricos, condutométricos ola reacdo de Berthelot. As potencialidades do emprego de algu-
amperometricos, a enzimaeasetem sido empregada, na for- mas leguminosas foram avaliadas no sentido de se selecionar a
ma de solugdo, ou imobilizada em pequenos reatores. Nessespécie mais adequada para a proposta analitica.
casos, a uréia é hidrolisada produzindo amdnio, que é entéo
monitorado direta ou indiretamente, dependendo da técnica d
deteccéio empregada, BARTE EXPERIMENTAL

O emprego de reagdes enzimaticas em quimica analitica tem _
sido amplamente explorado, principalmente devido a sensibili!nstrumentacéo
dade e alta seletividade de tais reafd&s procedimentos , . L,
analiticos empregam solugées de enzima purificada ou a mes- © modulo de analises era constituido de uma bomba
ma imobilizada em suportes apropriados, como esferas de Vperls.taltlca Ismatec IPC4; tubps de Tygon de dlferenyes diame-
dro com porosidade controlada, celulose, fibras de nylon entrd©S internos; um espectrofotometro Femto 382, equipado com
outro$. A escolha do suporte depende da enzima envolvidacela de fluxo (10QuL de volume interno, 12 mm passo otico);
bem como da forma com que esta sera imobilizada. Em gerall™ banho com temperatura controlada Fanem 100; um regis-
enzimas imobilizadas apresentam uma maior estabilidade, mattador pgotencpmetrlco ECB RB201; um injetor comutator em
or eficiéncia e menor custo, quando comparadas ao emprergt‘f”“col- Bobinas de reacdo e linhas de transmisséo foram
de enzimas em solugdo, e por esta razdo, tem crescido o na gitas em tubos de polietileno de 0,8 mm de diametro interno.
ro de trabalhos empregando enzimas imobilizadas ou sugerin-
do metodologias para imobilizacdo das mesmas Reagentes e solucdes

Uma outra maneira de se utilizar enzimas é empregando
fontes naturais das mesm3sas quais algumas enzimas apre-  Todas as solucdes foram preparadas a partir de reagentes de
sentam-se naturalmente disponiveis. Com relagdo a enzimgrau analitico e dgua destilada e deionizada.
urease selecionada para o desenvolvimento deste trabalho, Solugdo contendo 60,0 mmoflllLde salicilato de sddio e
podemos encontra-la em uma variedade de leguminosas con®40 mmol L de nitroprussiato de sédio, preparada dissolven-
Canavalia ensiformis, Canavalia gladigtaGlycine max do-se quantidades apropriadas dos respectivos skigNGO;
Crotalaria juncea utilizadas como alimentos ou como adubos e Ng[Fe(CNxNO] em solugdo tampao fosfato 60,0 mmot L
verdes na agricultura, e desta forma, facilmente encontrada®H = 6,8). Esta solu¢do era armazenada em frasco ambar e
no comércio. Explorando essas potencialidades, as leguminosasantida sob refrigeracdo quando ndo usada.
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Solucédo contendo 9,0 mmollLde hipoclorito de sd6dio, Empregando essa estratégia, as condi¢cées para o desenvolvi-
preparada a partir de diluicdo do produto comercial, em umanento da reagdo de Berthelot sdo mantidas constantes, alteran-
solugdo contendo 170,0 mmoltlde hidréxido de sédio. Esta do-se apenas o parametro estudado para o desenvolvimento da
solucdo era preparada semanalmente e armazenada em fraseacdo enzimética.
de polietileno.

Solucéo estoque de uréia contendo 100,0 mrioldrepa-

rada dissolvendo-se 0,6006 g de uréia ({NEIO - Merck) em Bp
100,0 mL de agua. Solucdes de trabalho contendo 0,00; 2,00; b < _
4,00; 6,00; 8,00; 10,00 e 12,00 mmot Ide uréia em 140,0 Ry > -
mmol L de cloreto de sodio, foram preparadas a partir de -
diluicbes da solugdo estoque. A > I
.. R,
Preparo da minicoluna T ¢
D

A minicoluna contenddonte natural da enzima foi prepara-
da empregando-se um tubo de Tygon de 70 mm de comprimen-
to e 3 mm de diametro interno, e preenchendo-se com 160,0 mg

de fragmentos da leguminosa. Foram colocados pedacgos de la Bp b

de vidro nas extremidades da coluna para evitar deslocamento ] E

dos fragmentos através das linhas de transmissdo. Os fragmen- A P x

tos foram obtidos removendo-se a pele dos grdos e cortando-os R, > o

em pequenos pedacos, os quais foram classificados
granulometricamente (0,5 — 1,0 mm) com o uso de peneiras.

Amostras
(b)

As amostras de sangue animal (e.g. bovinos, eqlinos iy ra 1. Diagrama de Fluxos dos Sistema. a: empregado na determi-
ovinos) foram coletadas utilizando-se sistema a VACUO eMyacao de uréia. Os trés retangulos indicam o injetor comutador e a
frascos contendo heparina soédica, centrifugadas a 2000 rp@tea sombreada indica a posicdo alternativa do mesmo. Bp = bomba
por 10 minutos para separa¢do do plasma, e mantidas sqieristaltica; L = alca de amostragem (15 cm de comprimento e 0,8 mm
refrigeracdo (~5°C). d.i.); E = coluna enzimatica; x = ponto de confluéncia;-Bbobina de
reacdo (150 cm de comprimento e 0,8 mm d.i.); Bm = banho com tem-
peratura controlada a 38C; Det = espectrofotdmetro a 600 nm; A =
amostra (2,4 mL mil); FI = fluxo de &gua para limpeza;,R= solugéo
de salicilato; R = solugdo de hipoclorito sédio; D = descarte. Com

O sistema desenvolvido para determinagéo espectrofotom xcecdo da solugdo da amostra, os demais fluidos foram bombeados &

trica de uréia em plasma animal € mostrado na Figura 1a. Ngma vazao de 1,0 mL rinAs setas indicam a direcdo de bombeamento.
posicdo indicada, enquanto a alca de amostragem (L) € preep:- empregado para estudo da reagéo enzimatica. Vazéo de bombeamento
chida com a solucéio da amostra, o reagenté Recuperado, da solugdo da amostra = 1,0 mL rilin
e somente a solucgédo transportadorg (Rii através do percur-
so analitico, passando através da coluna (E) preenchida com
os fragmentos da leguminosa. Nesta posicéo, flui também atr&/RESULTADOS E DISCUSSAO
vés do ponto de confluéncig um fluxo de &gua, que foi
adicionado visando acelerar a limpeza do sistema. Com o degstudo da reacdo enzimatica
locamento da parte central do injetor comutador, a alca de
amostragem é inserida no percurso analitico, sendo transporta- No sistema proposto a reacdo de hidrélise da uréia pela
da pelo reagente ;R O reagente Rpassa a fluir através do enzimaureaseocorre enquanto a solucdo da amostra passa
ponto de confluéncia, substituindo o fluxo de agua. A uréia através da coluna contendo fragmentos da leguminosa. Desta
presente na amostra é hidrolisada, produzindo ions aménidprma, a quantidade de uréia hidrolisada depende do tempo de
enquanto a solucdo da amostra passa através da coluna (E). @sidéncia da solugdo da amostra através da coluna. Conside-
fons amonio produzidos reagem com salicilato e hipoclorito deando este fato, estudos foram conduzidos variando-se a vazao
sodio, catalisados pelo nitroprussiato de sodio, e o produtde bombeamento da solugdo da amostra em 0,3; 0,5; 0,7; 1,0;
formado é monitorado espectrofotometricamente a 600 nm. 1,2 mL miri'. Quando a vazio de bombeamento diminuiu de
préximo ciclo analitico inicia deslocando-se a parte central ddl,2 para 0,1 mL mih, foi verificado um aumento de aproxi-
injetor para a posicao original. madamente 150% no sinal analitico (Figura 2). A vazdo de
Alguns experimentos foram conduzidos inicialmente no sen-bombeamento foi fixada em 1,0 mL rfticomo um compro-
tido de se estabelecer as melhores condigfes para a reagéisso entre sensibilidade e velocidade analitica. Este parametro
enzimatica. Foram estudados parametros como vazdo deode ser empregado para ajustar a faixa de resposta do proce-
bombeamento da solugdg,Remperatura, tamanho dos frag- dimento, alterando o limite de detec¢do, quando necessério.
mentos, influéncia da intensidade i6nica e condicionamento dos O efeito de variagdes da temperatura sobre a reacéo
fragmentos da leguminosa. Esses experimentos foram conduzénzimatica foi avaliado mantendo a coluna contendo os frag-
dos empregando-se o sistema mostrado na Figura 1b. Nesseentos da leguminosa imersa em um banho com temperatura
caso, a amostra é bombeada continuamente através da coluo@ntrolada. A temperatura do banho foi variada de 21 para
(E), preenche a alga de amostragem (L) e seu excesso é deks °C, o que resultou em um aumento final de 30% no sinal
cartado. Sobre essas condicdes, a algca de amostragem € preanalitico. Desde que a reag¢do de Berthelot é também depen-
chida com a solucéo contendo ions aménio gerados enzimatélente da temperatura, esta foi fixada enfG&ara o desen-
camente pela hidrélise da uréia. Quando a parte central deolvimento da reagdo enzimética. Temperaturas mais elevadas
injetor € comutada para a posigao alternativa, a solugdo da amd®ram evitadas, pois poderiam favorecer a liberacdo de gés das
tra, selecionada pela alca de amostragem, é inserida no percursalu¢cdes formando pequenas bolhas, as quais sdo indesejaveis
analitico e recebe a adicdo dos reagentes cromogénicoem sistemas de fluxo.

Procedimento
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A vy e——— e também o fato de que para a determinacgdo de uréia em plas-
041 \ 0 mmol L* uéia ma de sangue animal, alta sensibilidade néo era fator limitante.
Salienta-se que, para avaliar as diferentes leguminosas, as co-
0sl \ lunas eram preparadas e submetidas as mesmas condi¢des de
' '\ preparo e condicionamento. Isto pode ter sido responséavel pelas
'\ diferentes respostas obtidas, ja que cada leguminosa possui ca-
—, racteristicas fisico-quimicas proéprias.

0,24

0,11
Tabela 1. Efeito do tempo de condicionamento. Resultados obti-
dos com o sistema da Figura 1la empregando-se uma Unica coluna.

0,0 04 038 12 mL min?

Condicionamento Tempo em uso Numero de Sinal* (A)

Figura 2. Efeito da vaz&o na eficiéncia da hidrélise da uréia. ;
A = absorbancia. Resultados obtidos com o sistema da Figura 1b. (horas) (horas) medidas
0 2 24 0,22
A influéncia do tamanho das particulas da leguminosa so- 122 g 32 gg%
bre a eficiéncia da reacdo enzimética foi verificada preenchen- 12 2 32 0'49
do a coluna com fragmentos de cerca de 0,5; 0,8 e 1,5 mm. 4 2 46 0’26

Embora tenha sido observado um aumento de 35% dos sinais
quando o tamanho da particula variou de 1,5 para 0,5 mn¥ média de sinais obtidos com uma solucéo contendo 10,00 mmol
este foi fixado em 0,8 mm. Esta dimenséo foi escolhida, poid™ de uréia, apés o respectivo periodo de condicionamento.
com a passagem do fluxo, particulas menores sofriam o pro-

cesso de compactacdo em uma das extremidades da colu
prejudicando a repetibilidade das medidas.

Observou-se durante os experimentos que a eficiéncia d
conversdo de uréia a ions aménio aumentava com o tempo d®&ome cientifico Nome popular Conversao*(%)
uso da coluna. Preparou-se uma coluna contendo a Iegumino=,& - - - —

e iniciou-se a avaliagdo da eficiéncia de conversdo registran-canavalia ensiformis DC  feijao de 16
do-se os sinais obtidos (Tabela 1). Trabalhou-se durante 2 ho- porco (branco)

r]Iaaibela 2.Comparacdo entre as diferentes leguminosas. Resul-
@dos obtidos com o sistema da Fig.la.

ras sem prévio condicionamento da coluna. Ap6s deixar o sis-Canavalia gladiata feijdo de 61
tema desligado por 2 horas, reiniciou-se as inser¢des por um porco (vermelho)

periodo de 4 horas de trabalho, e assim sucessivamente at@lycine max I. merril soja 8

que a magnitude dos sinais comegou a diminuir. Toda vez queCajanus cajan |. milsp feijdo guandu 18
o sistema era desligado, a coluna era preenchida com agua e &rotalaria juncea crotaléaria 9

extremidades eram fechadas. Os sinais obtidos durante as inyjgna feijio de corda 5

ser¢cdes da amostra apresentavam pouca variagdo, mas quandeo
desligava-se o sistema por intervalos de tempo, intercalandd- 0s nimeros referem-se a conversdo de uréia a fons amonio
se inser¢cdes de amostra (tempo em uso) e sistema desligado
(condicionamento), pode-se observar um aumento gradativo na
absorbéancia registrada. Acredita-se que este efeito era causado 08 |EHormalL e

773022 mol L"Nacl

pela hidratacdo das particulas que ocorria pela passagem das Eosmacheo
solucdes através da coluna. O aumento de sinal observado M
guando a coluna era deixada em repouso corrobora esta supo-
si¢do. Quatro colunas idénticas foram, entéo, preparadas e cada
uma condicionada com uma solugdo de NaCl nas concentra-
¢Bes 0,10; 0,20; 0,50 e 1,0 mot'Lrespectivamente. Pode-se
observar através da Figura 3 que colunas preenchidas com so-
lugdes de NaCl em concentrages superiores a 0,5 mol L
apresentaram melhor eficiéncia de converséo. Este efeito pro- ool
vavelmente deve-se ao fato de que em meio salino mais leva- tooe 12 24 48
do, as células absorvem mais agua para estabelecer o equili- Tempo de condcionamento (ores)
brio osmotico. Entretanto, uma maior absorcdo pode provocafigura 3. Efeito da intensidade idnica no condicionamento da colu-
o rompimento da membrana celular, consequentemente, dimp&- Re:slultados’_obtidos_empregandp-se uma solugdo contendo 12,0
nuindo o tempo de vida da coluna. A concentracdo da solucaBmo! L de uréia e o sistema da Figura la.
de NaCl foi fixada em 0,25 molLe o condicionamento era
realizado mantendo-se a coluna nesse meio durante 12 hor@gterminacéo de uréia
antes de se iniciar o procedimento. Essas condi¢des foram es-
colhidas tendo em vista eficiéncia de conversdo obtida, e a No sistema em fluxo empregado para a determinacéo de
estabilidade da coluna. uréia em plasma de sangue animal (Figura 1a), o intervalo de
A disponibilidade da enzima nas leguminosas pode variatempo disponivel para o desenvolvimento da reacdo era de 30
dependendo da variedade da mesma, da espécie, do tempos.eCom este intervalo de tempo, observou-se uma resposta li-
das condicdes de armazenamento dos grdos. Dessa forma, rear para a faixa de concentragéo entre 2,00 e 12,0 nifnol L
alizou-se uma comparacdo entre as variedades disponiveis wle uréiay = 8.786 + 6.821x y = absorbancia & = concen-
sando selecionar aquela que melhor respondesse a propostacéo). Testes efetuados desligando-se a bomba peristaltica
analitica. Os resultados sdo mostrados na Tabela 2. Apesar dqaando o sinal chegava ao maximo, indicaram que nas condi-
variedadeCanavalia gladiataapresentar melhor eficiéncia no ¢8es estabelecidas, a magnitude méaxima do sinal transiente
processo enzimatico, a espédajanus cajan L. Milspfoi correspondia a 70% do valor obtido com a reagdo em equili-
selecionada para o procedimento. Nesse caso, dois fatores forio. Para aumentar a velocidade analitica sem variar o inter-
ram considerados: a facilidade para adquirir a fonte de enzimajalo de tempo disponivel para o desenvolvimento da reacéo,
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foi adicionado ao ponto de confluéncia x um fluxo intermiten- 19,2 mg de salicilato de s6dio e 2,0 mg de nitroprussiato de
te de agua (Figura 1a). Este fluxo de agua visava diminuir @6dio) por determinacgéo.
intervalo de tempo necessério para limpeza do sistema. Sob Com relagéo a eficiéncia da enzima, observou-se uma dimi-
essas condic¢8es, o intervalo de tempo gasto para completar umiicdo de 5% na magnitude dos sinais obtidos durante um dia
ciclo analitico foi diminuido em 33%, possibilitando que 30 de trabalho (~180 insercdes), e para minimizar este efeito, as
determinagfes pudessem ser realizadas por hora. solucdes de referéncia eram analisadas a cada duas horas de

Uma vez definidas as condiges operacionais do sistema, umnabalho. Quando ndo em uso, a coluna era preenchida com
conjunto de amostras de plasma bovino, ovino e eqiiino foramma solucdo 0,25 mol't.de NaCl, as extremidades eram fe-
analisadas (Figura 4) e os resultados comparados com o métodbadas para evitar o deslocamento da solu¢éo, e mantida sob
oficial® de analises para fluidos bioldgicos (Tabela 3). A anélisaefrigeracdo (~5°C). Operada nestas condicdes era possivel
estatistica dos resultados (testearead9 demonstrou que ndo trabalhar durante 7 dias.
ha diferencga significativa em nivel de 90% de confianca.

CONCLUSAO

A leguminosaCajanus cajan L. Milsppode ser empregada
satisfatoriamente como uma potencial fonte da enzirease
apresentando boa eficiéncia para a determinacdo de uréia em
plasma de sangue animal. Outras espécies (Tab. 2) podem tam-
bém ser usadas, devendo ser observadas as condi¢des de
hidratacdo de cada uma para melhor disponibilizagdo da
enzima.

A coluna contendo a enzima apresentou boa estabilidade,
caracterizada por um tempo de vida de uma semana, o qual é
Ih suficiente para uso pratico.

Como principais vantagens do procedimento proposto des-
tacam-se a disponibilidade da enzima, seu baixo custo, e a
pequena manipulagdo das amostras.

20 min,

b cde f gh

—

Tempo/min.
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