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RESUMO

RODRIGUES, J.C.SISTEMA EM FLUXO MULTICOMUTADO EXPLORANDO A
IMOBILIZACAO DE ENZIMA E REAGENTE SOLIDO NA DETERMINACAO
ESPECTROFOTOMETRICA DE UREIA EM LEITE. 2019. Dissertacdo (Mestrado) —
Universidade Federal Rural de Pernambuco. Departamento de Quimica. Programa de
poés-graduacdo em quimica. Recife, 2019.

A deteccgdo de ureia em concentracdes acima de 14 mg dL* admite-se a possibilidade
de ocorréncia de fraudes no leite, 0 que ndo é possivel de ser verificado através do
meétodo oficial, pois detecta apenas nitrogénio total. Neste trabalho, é proposto um
sistema de andlise em fluxo multicomutado para a determinagcéo espectrofotométrica
de ureia em leite de vaca empregando a enzima urease imobilizada em celulose
bacteriana e o reagente solido, MOF (metal-organic framework) como reagente
colorimétrico. Na caracterizacdo da MOF, os resultados de FTIR evidenciaram a
presenca dos grupos caracteristicos da MOF-Cu?* contendo ions carboxilatos como
ligante. O procedimento analitico proposto foi baseado na reacéo de hidrolise da ureia
catalisada pela enzima urease, produzindo NH4* que reage com o MOF-Cu?*formando
do tetraminocobre (II), monitorado em 450nm. O sistema proposto € composto de duas
minibombas solenoides, uma valvula solenoide de trés vias, uma coluna
confeccionada em polimetil-metacrilato (PMMA) composta por duas partes iguais,
separadas por discos de silica, onde ocorre a reacdo enzimatica e, posteriormente, a
reacao colorimétrica e um espectrofotometro. O controle do sistema foi desenvolvido
empregando a programagdo de linguagem C, por meio de uma placa de arduino®
UNO. Ap0s a otimizacao do sistema, obteve-se respostas lineares entre 1,0 e 50,0 mg
dL* de ureia (R = 0,997, n = 11) com limites de deteccdo e quantificacdo estimados
em 0,082 mgdL? e 0,272 mgdL? respectivamente, frequéncia analitica de 7
determinacdes por hora, consumo de solucdo de amostra de 0,8 mL, totalizando
1,4 mL de residuo final, respectivamente. Estudos de potenciais interferentes
demonstraram a seletividade do método proposto. Posteriormente, amostras de leite
UHT, leite em p6 e composto lacteo foram adquiridas nos mercados locais da regido
metropolitana do Recife e analisadas empregando o sistema proposto. Testes de
adicdo e recuperacédo foram realizados para validacdo do procedimento, obtendo-se
variacao entre 90 e 103 %, demonstrando a eficiéncia do método proposto na detecgéo
de ureia em amostras de leite. Comparado os resultados obtidos pelo método proposto
e pelo método de referéncia (KIT Ureia CE) e, aplicando o teste F (precisao) e o teste
t(exatiddo), os resultados ndo apresentaram diferenca significativa ao nivel 95% de
confianca. O sistema proposto apresentou-se robusto com uma estrutura de facil
implementacéo e operacao viabilizando sua aplicagdo em analises de rotina.

Palavras Chave: Analise em fluxo, Multicomutacéo, Espectrofotometria UV-VIS, Leite,
Ureia.
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ABSTRACT

RODRIGUES, J.C. MULTICOMMUTED FLOW SYSTEM EXPLORING ENZYME
IMMOBILIZATION AND SOLID REAGENT AT SPECTROPHOTOMETRIC
DETERMINATION OF UREA IN MILK. 2019. Dissertacédo (Mestrado) — Universidade
Federal Rural de Pernambuco. Departamento de Quimica. Programa de pos-
graduacdo em quimica. Recife, 2019.

Detection of urea in excess of the permitted concentrations is possible with the
possibility of milk fraud, which is not possible through the official method. In this work,
we propose a multicommuted flow analysis system for the spectrophotometric
determination of urea in milk using the urease enzyme immobilized in bacterial
cellulose and the solid reagent, MOF (metal-organic framework) as colorimetric
reagent. In the characterization of the MOF, the FTIR results showed the presence of
the characteristic groups of MOF-Cu*? containing carboxylate ions as ligand. The
proposed analytical procedure was based on the urea hydrolysis reaction catalyzed by
urease, producing NH*, which reacts with MOF-Cu+2 forming tetramino copper (l1),
monitored at 450nm. The proposed system consists of two solenoid mini-pumps, a
three-way solenoid valve, a column made of polymethyl methacrylate (PMMA)
composed of two equal parts, separated by silica discs, where the enzymatic reaction
occurs and, later, the colorimetric reaction and a multichannel (UV / VIS)
spectrophotometer, model USB 4000 (Ocean Optics®). System control was developed
using C language programming through an arduino® UNO board. After system
optimization, linear responses were obtained between 1.0 and 50.0 mg dL* urea (R =
0.997, n = 11) with estimated detection and quantitation limits of 0.082 mg dL* and
0.272 mg dL* respectively, analytical frequency of 7 determinations per hour, 0.8 mL
sample solution consumption, totaling 1.4 mL of residue, respectively. Potential
interfering studies have shown the selectivity of the proposed method. Subsequently,
samples of UHT milk, milk powder and milk compost were purchased from local
markets in the metropolitan region of Recife and analyzed using the proposed system.
Addition and recovery tests were performed to validate the procedure, obtaining
variation between 90 and 103%, demonstrating the efficiency of the proposed method
in detecting urea in milk samples. Comparing the results obtained by the proposed
method and the reference method (KIT Urea CE) and applying the F test (precision)
and the t test (accuracy), the results showed no significant difference at the 95%
confidence level. The proposed system was robust with a structure of easy
implementation and operation enabling its application in routine analysis.

Keywords: flow analysis, multicommutation, spectrophotometry UV-VIS, milk, urea.
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1. INTRODUCAO

O leite estd presente na alimentacdo dos seres humanos desde os primeiros
dias de vida até a fase adulta, pois € um alimento rico em proteinas, minerais e vitaminas.
O seu uso esté relacionado ao combate de doencas como osteoporose, artrite, artrose.
De acordo com o artigo 475 do RIISPOA, “leite € denominado, sem outra especificagéo,
o produto normal, fresco, integral, oriundo da ordenha completa e ininterrupta” (Brasil,
1978). Este alimento € produzido nas glandulas mamarias através de controle hormonal
e seus componentes sdo produzidos nas células secretoras e alguns sdo adicionados
ao leite diretamente a partir do sangue e do epitélio glandular. (Gonzalez, 2001). O leite
€ composto de cerca de cem mil constituintes distintos (Silva, 1997). Os mais citados e
conhecidos sdo a gordura, as proteinas como caseina e albumina, glicidios como

lactose, minerais, vitaminas e a agua (NOYHOUZER et al., 2009).

Como o leite é um alimento essencial na nutricio humana, ele pode sofrer
adulteracdes, durante o processo de ordenha, transporte, armazenamento e
industrializacdo, até a chegada ao consumidor final. Essas adulteracdes podem ser
classificas como adulteracdo sanitaria - adicdo de substancias com a finalidade de
mascarar deficiéncias do produto, podendo tais substancias causarem mal a saude, e
adulteracdo econdmica - adicdo de substancias que ndo causam mal a saude, mas
aumentam o volume de leite. (A.B.L.V., 2007). Essas fraudes tém por objetivo de
aumentar o lucro com a venda do produto (Pires, 2000). S&o inUmeras as substancias
utilizadas nas fraudes, como agua — para o aumento do volume do leite, os
reconstituintes — composto pelo soro do queijo, ureia, melanina, utilizados para recompor
o teor de proteina do leite e mascarar adi¢do de agua. (Velloso, 2003), os conservantes
— acido salicilico, agua oxigenada sdo algumas das substancias adicionadas para inibir
a proliferacdo de microrganismos no produto. (Tronco, 2010). Redutoras de acidez -
hidréxido de sddio. (RODRIGUES, 2011).

A ureia é uma substancia muito utilizada em fraldes, por ser de baixo custo e
encontrada na urina do animal. E usada com o objetivo tanto para mascarar a “aguagem”
do produto, pois apresenta a densidade préxima a do leite, quanto o teor proteico, devido

ao fato de ser uma substancia rica em nitrogénio.

Diante desses fatos, a concentracdo permitida dessa substancia no leite varia

entre 20 mg dLle 70 mg dL, esta faixa de concentracéo é normal, pois é considerada



como oriunda da alimentacao das vacas. Valores acima pode ser classificado como leite
fraudado. (FSSAI, 2012). Efeitos da ureia acima da concentragéo permitida pode causar
indigestéo, acidez, Ulceras, cancros e disfungfes do rim. (TRIVEDI et al., 2009).

O método oficial, Kjeldahl, utilizado para detectar o teor proteico do leite é
baseado no procedimento semi/micro-Kjeldahl, os quais detectam nitrogénio total, onde
ocorre a transformagédo do nitrogénio da amostra em sulfato de amoénio por meio da
digestdo com acido sulfurico e, posterior, destilacdo com liberacdo da amoénia, que é
coletada em solucéo acida e, em seguida, titulada (Brasil, 2006). Porém, este método
nao distingue o nitrogénio proteico de ndo proteico. Nessa perspectiva, € proposto o
desenvolvimento de um procedimento analitico em fluxo explorando a imobilizacdo da
enzima urease em celulose bacteriana e de reagente sélido (MOF-Cu?*) para
determinacdo espectrofotométrica de ureia em leite. Neste sentido, pretendeu-se a
construcdo de um moédulo de analise compacto e robusto minimizando o consumo de

reagentes e geracao de efluentes.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Leite

Por ser um alimento que se encontra presente na dieta humana desde a
infancia, é considerado de suma importancia devido ao seu elevado valor nutritivo,
sendo fonte de proteinas, lipidios, carboidratos, minerais e vitaminas (Souza et al.,
2009). O leite € considerado uma suspensao por apresentar certa quantidade de células
epiteliais e leucdcitos (Bacila, 2003). E gerado no Gbere (glandula mamaria do animal),
seus constituintes séo oriundos das células secretoras, do sangue e também do epitélio
glandular (Gonzalez, 2001). Segundo a agéncia de informacdo EMBRAPA agronegdécio
do leite, a agua € o principal constituinte do leite, representando 87% de sua
composicéo, o restante é composto por elementos solidos, sendo os principais, lipidios,
carboidratos (lactose, glicose e a galactose), proteinas (albumina: a e 8; caseinas: a1,
a2, B, y e k; imunoglobulinas e proteose-peptonas), sais minerais (calcio, magnésio
e fosforo), vitaminas (A, D, E e K), e enzimas (peroxidases, catalise e fosfatase)
(Gonzalez, 2001).Porém, a composicdo pode sofrer mudancas devido os diversos
fatores como a alimentacdo da vaca, doencas, periodo de lactacdo, ordenhas,
condi¢cBes de estocagem, transporte e ocorréncia de adulteracdes. As caracteristicas
fisico-quimicas do leite devem estar de acordo com o Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Leite Pasteurizado contido na Instrugdo Normativa n° 62 do
MAPA, que determina que o leite integral deve atender os parametros minimos de
gordura de 3 g/100 g, densidade relativa a 15 °C variando entre 1,028 e 1,034, acidez
titulavel entre 0,14 e 0,18 g de &cido lactico/100 mL, teor minimo do extrato seco
desengordurado de 8,4 g/100 g, indice crioscépico entre - 0,512 °C e -0,53 °C e teor
minimo de proteina de 2,9 g/ 100 g (BRASIL, 2011).

O leite fresco possui sabor levemente pronunciado, devido a relacdo entre
lactose e cloretos, apresentando-se como doce e salgado, nédo acido e ndo amargo,
podendo haver variacdes devido a fatores como a ocorréncia de infeccdo e a
alimentacao do animal. A cor branca é devido a disperséo da luz refletida pelos glébulos
de gordura e pelas particulas coloidais de caseina e de fosfato de célcio. A acidez é
devido a caseina, fosfatos, albumina, didoxido de carbono e citratos. O aumento da
acidez é determinado pela transformacdo da lactose por enzimas microbianas, com
formacgao de acido lactico, caracterizando a chamada acidez desenvolvida do leite. O

pH varia entre 6,6 e 6,8, a 25 °C. Porém, pode apresentar um pH levemente alcalino



devido aos animais apresentam infeccao do tipo mamite. (Silva, 1997). A densidade do
leite tem valor médio de 1,032 g/mL. O alto teor de gordura presente no leite leva a uma
menor densidade em relagéo ao leite com baixo teor de gordura, devido ao aumento do
extrato seco desengordurado que acompanha o aumento no teor de gordura. O ponto
de congelamento do leite sofre influéncia de diversos fatores relacionados com o animal,
0 ambiente e o processamento industrial. Em um leite que possui 12,5% de extrato seco
(4,75% de lactose e 0,1% de cloretos), o ponto de congelamento aproximado deve ser
-0,531 °C, devido a diminuicdo do ponto de congelamento causado pela lactose (-0,296
°C), pelos sais (-0,119 °C) e por outros constituintes dissolvidos (ureia, dioxido de
carbono). A presenga de substancias dissolvidas no leite pode levar ao aumento do
ponto de ebulicdo, tornando-o levemente maior que o da 4gua. As temperaturas médias
de ebulicdo, ao nivel do mar, situam-se entre 100 e 101 °C. A viscosidade do leite é
devido a presenca de proteinas e lipidios cuja a viscosidade é maior que a agua,
podendo sofrer alteracées com o processamento industrial. Em média, a condutividade
do leite varia entre 4,61 mS/cm a 4,92 mS/cm. Fatores como a acdo de micro-
organismos, fase de lactacdo, intervalo entre as ordenhas, alimentacdo, genética do
animal e fraudes do produto, podem causar alteracbes nesses parametros fisico-
quimicos do leite (OLIVEIRA, 2010).

2.1.2. Adulteracédo em leite

O leite vem sendo alvo de um grande nimero adulteracdes, estas sdo realizadas
com varios objetivos, dentre eles o mais objetivado é aumentar o lucro. Algumas
substancias utilizadas sao: a 4gua, soro de leite, neutralizantes, reconstituintes de
densidade e crioscopia. (Kartheeh, 2011). A pratica de fraude em leite pode trazer
grandes consequéncias, como alterar a qualidade dos produtos, reduzir o tempo de vida
de prateleira, diminuir o valor nutricional e coloca a saude dos consumidores em risco
pela possivel presenca de determinadas substancias prejudiciais a saude humana.

(CORTEZ, 2010).

A adicédo de agua ao leite tem por finalidade o aumento do volume do produto, gerando
assim maior rendimento, porém modifica as caracteristicas fisico-quimicas dele.Com o
objetivo de mascarar a adicdo de aguano leite (aguagem), sdo utilizadas

algumas substancias chamadas de reconstituintes, que quando adicionadas recuperam



a densidade e o ponto de congelamento do produto fraudado. Algumas das substancias
e misturas sdo os cloretos, urina de gado, acucares, etanol, amido modificado, dextrina
e soro de leite (Velloso, 2003). A adulteracdo por adicdo de soro ao leite fluido € uma
das mais praticadas. O soro utilizado neste tipo de fraude € um subproduto da fabricacéo
do queijo. A finalidade dessa fraudevisa o0 lucro e a quantidade de proteina,
aumentando falsamente o volume de leite (Carvalho, 2013). A legislac&o brasileira, e de
todos os paises desenvolvidos, proibe a adicdo de soro de queijo ao leite de consumo.
Com a adicdo dessa substancia o produto vendido devera ser rotulado de "bebida
lactea” e ndo poderia ser considerado leite (tipo A, B, C, esterilizado, etc.) (DRACZ,
1996).

Os conservantes empregados para impedir a proliferacdo dos microrganismos
no leite que levariam a diminuicao do tempo de vida util
do produto em prateleira. Dentre as substancias mais empregadas estao o peroxido de
hidrogénio, acido bdrico, acido salicilico, dicromato de potassio, formaldeido, cloro e
hipoclorito (TRONCO, 2010). Substancias basicas como o bicarbonato de soédio e o
hidréxido de sodio sdo adicionados para recompor o pH natural do leite (pH 6,4 a 6,8),
o acido latico, um dos elementos que compde o leite, diminui o pH levando a formacéo
do chamado "leite azedo". A adicdo dessas substancias neutralizam o pH do
produto. (RODRIGUES, 2011).

Vérias substancias podem aumentar o teor de proteina do leite, como
a melamina, ureia, soro do leite. O principal objetivo desta fraude € o aumento do valor
na venda do produto. Na china em 2008, milhares de criancas foram hospitalizadas
devido a intoxicacdo pela melamina adicionada no leite ( Xin, 2008; Tunick, 2009). Como
o leite diluido apresenta uma concentracao proteica menor, a melamina é adicionada
para que a diminuicdo do teor de proteinas ndo seja detectada, uma vez que a adicdo
fraudulenta dessa substancia mascara a adulteragéo, alterando os niveis de nitrogénio

e distorcendo os resultados da andlise de proteina bruta (ESCOBAR, 2010).

Segundo a Administracdo de Alimentos e Medicamentos (FDA) dos Estados
Unidos, a ureia € o produto mais susceptivel a ser empregado no mascaramento do teor
de proteina do leite. A partir de concentracdes acima de 70 mg dL* a ureia tem efeitos
prejudiciais a saude humana, podendo causar indigestdo, insuficiéncia renal, obstrucéo

do trato urinario, hemorragia gastrointestinal e cancer (NIKOLELI, 2010).



2.1.3. Adulteracédo de leite com adicdo de ureia

O consumo de leite fraudado com ureia, em doses baixas, causa pouca
toxicidade para os seres humanos, porém representa danos nutricionais, uma vez que
esta é também utilizada para mascarar a quantidade de proteina no leite (Anvisa, 2013).
A ureia é utilizada para disfarcar a aguagem do leite e sua densidade, podendo ser de
origem animal (urina), ou antropogénica, (formol). Como a urina tem densidade muito

proxima a do leite, a alteracdo € muito dificil de ser detectada. (BEHMER, 1987).

A ureia (CH4N20), classificada como amida € uma substancia encontrada na
urina dos mamiferos como produto natural do metabolismo de proteinas e aminoacidos
(arginina, citrulina e ornitina). Como é encontrada naturalmente no leite em baixa
concentracdo, € amplamente usado em fraudes por causa do seu baixo custo (Wu e
Zhang, 2013). Em relag&o ao teor de nitrogénio proteico e ndo proteico encontrado no
leite, a parte proteica 80% ¢é formada pela caseina e 20% pelas proteinas do soro. E a
nao proteica, o nitrogénio ureico encontra-se entre 30% e 50% do total, sendo o restante
formado, principalmente, pela creatinina, acido arico, aminoacidos e amonia.
(ROSELER, 1993; BRODERICK E CLAYTON, 1997).

2.1.4.Deteccao de nitrogénio em leite

Uma das fraudes no leite envolve a adi¢do de substancias ricas em nitrogénio
com a finalidade de aumentar o teor de proteina. Esse tipo de adulteracdo é muito usual
porque o metodo oficial determina o teor de nitrogénio total, assim ndo distingue o
nitrogénio proteico (NP) do n&o proteico (NNP). A ureia, o soro do leite e a melamina
s&o0 os principais adulterantes neste tipo de fraude.

Segundo a instru¢do normativa n® 68, de 12 de dezembro de 2006, os métodos
oficiais para a determinacao de proteina do leite sdo 0 semi e o micro-Kjeldahl. Os quais
baseiam-se na transformacao do nitrogénio da amostra em amoénio atraves da digestao
com acido sulfurico e, posterior, destilacdo com liberacdo da amdnia, que é fixada em

solucao &cida e titulada com NaOH.

Métodos analiticos baseados nas técnicas de cromatografia liquida e gasosa,
HPLC e GC, (He et al., 2014); espectroscopias NIR e MID de infravermelho (Jha et al.
2015); Raman (Zhang et al. 2010) e deteccdo espectrofotométrica (Zou et al. 2014) tem



sido desenvolvidas para a deteccdo de ureia em amostras de leite. Porém, empregam

preparo de amostra longos e utilizam quantidade de reagente grande.

2.2. Imobilizacdo de enzima

Uma enzima imobilizada pode ser definida como uma enzima que esta
fisicamente confinada em uma certa regido definida, enquanto mantém sua atividade
catalitica (ZHAO et al., 2015).

Na reacdo enzimatica, que ocorre na presenca de enzima, a mesma se
comporta como um catalisador diminuindo assim o tempo reacional quando comparada
a uma reacao nao catalisada. Porém, € necessario o controle da temperatura e pH do
meio para que as enzimas ndo sofram desnaturacdo e perca a sua atividade catalitica
(SOLOMONS, 1996 E VOET; VOET, 2006).

O numero de trabalhos utilizando enzimas imobilizadas tem crescido devido ao
fato de que elas apresentam uma maior estabilidade, maior eficiéncia e menor custo,
guando comparadas com enzimas em solucdo (Taylor, 1986). As técnicas de
imobilizacdo sdo de grande importancia, pois proporciona o0 reaproveitamento da
enzima, aumenta sua estabilidade, reduz os custos, e em alguns casos pode aumentara
atividade enzimatica. Porém esses fatores dependem da escolha apropriada do suporte
e dos reagentes utilizados no processo de imobilizacao.

As imobilizac6es podem ser: adsorcéo — interacdes fisicas entre a enzima e o
material de suporte; aprisionamento — a enzima fica retida no interior do material utilizado
e esses possibilita a interagdo com o reagente devido a porosidade; ligagao covalente —
a enzima se liga ao material de suporte por ligacdo covalente; e ligacdo quimica
covalente cruzada — uma ligac&o intermediada por um agente mediador entre a enzima
e o suporte. (FATIBELLO-FILHO, 1992).



Figura 1: Métodos de imobilizacdo de enzimas.
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A imobilizacdo por ligacdo cruzada é a mais utilizada na analise em fluxo, onde
se tem a silica modificada, como material de apoio, ligada covalentemente a um agente
bi ou multifuncional, como o gluteraldeido por exemplo, que se liga a enzima (DALLA-
VACHIA, 2004; MATEO ET AL.,2007 E BLIBECH ET AL.,2011).

A celulose bacteriana também pode ser utilizada como suporte fisico no
processo de imobilizagdo de enzimas, e este tipo de imobilizacdo € classificado como
do tipo natural, através de ligacdes covalentes entre a enzima e a celulose. Porém é
preciso adicionar um grupo espacador (grupo glicina, epdxi, anidrido succinico) entre a
matriz e a enzima, diminuindo o impedimento estérico entre elas. Apés a adi¢cdo do grupo
espacador na celulose, a mesma é chamada de funcionalizada, e esta pronta para
imobilizar a enzima (LIU; CHEN, 2016).

2.2.1. Celulose

A celulose (CsH100s), € responsavel pela estrutura das paredes celulares das
plantas, e pode ser produzida por varios organismos, como fungos, algas e bactérias. E
um polimero formado por uma cadeia linear ndo ramificada de moléculas de glicose

formado por ligagdes do tipo B(1-4) glicosidica (ROSS et al., 1991).

A celulose bacteriana (CB) possui a mesma formula quimica que a celulose

vegetal, porém suas fibras apresentam propriedades distintas como a alta resisténcia



mecanica e a tracdo, a possibilidade de insercbes de materiais para obtencédo de
compositos. A CB apresenta maior pureza, maior cristalinidade, grande poder de
absorcdo de &gua, além de um baixo grau de polimerizagdo e biocompatibilidade.
(DONINI et al., 2010).

A CB é produzida por diversos géneros de bactérias, sendo o género
Komagataeibacter (reclassificado,2013) foi o primeiro a ser documentado por Adrian
Brown em 1886. Sendo, atualmente, um organismo modelo de estudos sobre celulose.
Este microrganismo pode ser encontrado em frutas e vegetais, sdo nao patdgenos,
Gram-negativos, aerdbicos, e produzem celulose em forma de pelicula na interface
liquido-ar. (KLEMM et al., 2011;IYER et al., 2010;WATANABE et al., 1998).

Outras bactérias podem produzir celulose, como a Agrobacterium tumefaciens,
Aerobacter, Rhizobium, Achromobacter Sarcina. (Czaja, 2006). A CB é um biopolimero
flexivel, constituido por fibras mais finas e poros menores do que as da celulose vegetal.
Muitas aplicacfes ja sdo conhecidas,tais como, a imobilizacdo da enzima lipase em
celulose e nanocristais de celulose bacteriana através de ligagdo covalente (Brisola,
2018), a imobilizacdo da enzima lipase B da levedura Candida antartica imobilizada em

microparticulas de titanossilicato lamelar AM-1 e celulose bacteriana (SILVA, 2012).

2.3. Reagente so6lido (MOF)

No ano de 1954 o conceito de estruturas cristalinas inorgéanicas foi utilizado por
Wells, onde os ions metalicos, atuando como ndés, ligam-se entre si através de um
espacador, tais como as moléculas organicas multidentadas dos polimeros de
coordenacao (DANTAS et al., 2014).

Porém s6 em 1994 e o termo “Metal Organic Framework” surgiu na literatura de
periédicos. Um grande avanco no estudo dos polimeros de coordenacdo ocorreu
guando comecou a se desenvolver materiais com porosidade permanente, estaveis
térmica e quimicamente, e sem a presenca de moléculas visitantes (DANTAS et al.,
2014).

Os MOFs (metal-organic framework), sdo chamados de polimeros de
coordenacao (Arstad, 2008). Segundo a IUPAC sdo como “uma rede de coordenagéo
com ligantes organicos contendo cavidades potencialmente vazias” (Batten et. al.,
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2013). Sdo compostos que constituem uma classe de materiais cristalinos porosos,
compostos de ligacdes contendo metais, conectados por pontes de ligantes organicos e
com ligacdes fortes de coordenacdo. Possuem estruturas geométrica e cristalina bem
definidas (LI et al., 2011).

Na sintese de MOFs é utilizado como fonte metélica, o sal solavel do metal
precursor, com o respectivo ligante organico, um acido carboxilico ou moléculas
imidazolicas. Os parametros decisivos avaliados na sintese sdo o pH do meio,
proporcdo entre 0s reagentes e tempo e temperatura final da reagdo. Dentre as
principais metodologias sintéticas estdo os processos de difusdo de solventes;
hidrotermal; microondas; eletroquimica e ionotermal. Preferencialmente, opta-se pelas
sinteses hidrotermais, devido sua praticidade e ndo-contato com solventes organicos
volateis e potencialmente téxicos (ALBUQUERQUE, 2015).

Essas redes de compostos séo tridimensionais formada por ligacdo com metal
e pontes com grupos de ligantes organicos. As estruturas metal-organicas podem ser
projetadas de forma sistematica baseada na mudanca de natureza do ligante organico,
bem como a forma de ligacdo das estruturas para formar uma rede. Esta adaptabilidade
dos MOFs é a caracteristica fundamental que os distingue dos demais tradicionais
materiais porosos (SABOUNI; KAZEMIAN; SOHRAB, 2014).

Os polimeros de coordenacédo (PCPs) sdo considerados os precursores dos
MOFs, segundo estudos de Hoskins e Robson (Janiak e Vieth, 2010). Xing (2009),
Robson e seus colaboradores, em 1990, sintetizaram uma estrutura porosa [Cul
{C(C6H4CN)4}]* na qual anions poderiam ser reversivelmente inseridos e retirados dos
poros. Esta adaptabilidade notavel dos MOFs é a caracteristica fundamental que os
distingue dos demais tradicionais materiais porosos, como por exemplo, as zeolitas
(SABOUNI; KAZEMIAN; SOHRAB, 2014).

As redes de coordenacao tém estrutura de uma, duas ou trés dimensoes (figura
2), sdao estruturas cristalinas ou amorfas bem definidas, contendo diversidade estrutural,
estabilidade térmica, alta area superficial, com grande interesse para o desenvolvimento

tecnologico e aplicagdo em diversas areas.
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Figura 2: Representacdo da MOF em trés dimensodes diferentes
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Fonte: Sumida et al, 2011.

Durante o planejamento de uma MOF observa-se a flexibilidade do ligante, sua
funcionalizacdo e seu comprimento (distancia entre os sitios de coordenacao), devido a

possibilidade de variacdo das propriedades térmicas e mecéanicas da mesma.

Durante a ultima década, um grande numero de pesquisa tem sido realizada
sobre MOFs e o numero de publicagbes vem aumentando devido a suas diversas
aplicacbes em varias areas do conhecimento cientifico como armazenamento ou
separacao de gases, catalise, magnetismo, luminescéncia e “drug delivery”, entre outras
(ROWSELL E YAGHI,2004; GANGU et al., 2016).

O emprego de reagentes soélidos é explorado em varios segmentos, como
adsorventes de CO:2 para reduzir os impactos no efeito estufa na atmosfera, utilizando
NH2-MIL-53(Al). (Philippi, 2017), como adsorvente para extracdo de Hidrocarboneto
Policiclico Aromatico em amostras aquosas (Vilhena, 2014) e também um sistema em
fluxo para determinacdo de acucar redutor em agua de coco e sucos, utilizando o
composto de coordenacao cobre (ll) - 4,4 '- bipiridina. Porém existem poucos trabalhos
na area de quimica analitica que utilizam reagentes solidos. Essa proposta de usar o
reagente solido permite uma melhora no sinal analitico, o sistema proposto torna-se

simples e operacional sendo bastante versatil (BELIAN et al, 2015).
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2.4. Andlise em fluxo e multicomutacéao

Analise em fluxo (Flow Injection Analysis — FIA) € um processo que teve inicio
em 1957, o qual se possibilita 0 desenvolvimento de procedimentos analiticos com alta
produtividade, empregando equipamentos de baixo custo. O sistema de analise em fluxo
€ geralmente dividido em quatro partes: propulsdo dos fluidos, injecdo da amostra,
reacao e deteccao (REIS, 1989).

Diferentemente dos métodos classicos de analise, onde sdo utilizados as
variadas vidrarias e grandes quantidades de solucbes de reagentes e amostras, 0
sistema de andlise em fluxo permite o0 mesmo estudo, porém utiliza um volume menor

de reagentes gerando assim uma quantidade pequena de rejeitos, e um menor custo.

Esta ferramenta analitica consiste na introducdo de solucéo de reagente e de
amostra em um fluido carregador que a transporta em direcdo ao detector, onde pode
ocorrer durante o transporte adicdo de reagentes, reacdes quimicas, tratamentos de
concentracéao, de diluicdo e de separacgédo. A solugéo carregadora pode ser uma solucao
inerte a amostra ou até mesmo um reagente. Esta técnica foi implantada no Brasil em
1976 por pesquisadores do Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade
de S&o Paulo (CENA/USP) (Ruzicka, 1976).0 sinal analitico de um sistema de analise
por injecdo em fluxo apresenta-se na forma de pico. O gréafico resultante do registro do
sinal analitico em um sistema FIA recebe o nome de fiagrama. (CENA/USP) (RUZICKA,
1976).

Os sistemas automaticos de analise em fluxo tem sido alvo de muitas pesquisas
devido, principalmente, a alta frequéncia analitica e ao emprego de microquantidades
de reagentes. A grande aceitacéo desse processo de analise quimica se deve a grande
versatilidade, podendo ser disposto de varias formas, proporcionando também rapidez,
diminuicao de reagentes e uma reducéo significativa na geracéo de efluentes. De acordo
com o tipo de fluxo, o sistema pode ser definido como segmentado ou ndo segmentado.
Na Figura 3, é apresentado a classificagdo dos métodos de analise em fluxo de acordo

com o tipo de amostragem.

Figura3:Classificacdo dos métodos de analise em fluxo.
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O sistema de andlise em fluxo apresenta uma alta frequéncia de amostragem,
este fato € devido as medidas em um estado ndo-estacionario, com dispersao
controlada, e com curto tempo de reacdo. Na otimizacdo do consumo dos reagentes
deve-se levar em consideracdo a estequiometria da reacdo e o numero de ciclos de
amostragem. A otimizacdo desses parametros permite obter resultados mais precisos.
(MCKELVIE, 2008).

No sistema FIA, inicialmente, eram utilizadas seringas com agulhas
hipodérmicas para injecdo das solucbes de amostras. Dessa maneira ocorria um
problema em relacdo a um aumento brusco da pressao hidrodindmica do sistema e a
reprodutibilidade das medidas, influenciando consideravelmente na precisdo dos
resultados. (Ruzicka, 2008). Na busca de controlar este problema, Bergamin e
colaboradores desenvolveram um injetor proporcional. Com este dispositivo a
reprodutibilidade ndo depende da habilidade do operador, pois ndo ocorre variacdo da

pressdo do sistema. Neste caso, ocorre uma comutacgdo entre a posicdo de amostragem
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e a posicao de injecdo através de um acionamento manual. Na posicao de injecédo a alca
de amostragem é colocada na posicdo de insercdo e a amostra entra no percurso
analitico indo até o detector. (BERGAMIN, 1978; REIS, 1989).

O uso de outro dispositivo também ajudou bastante na utilizac&o do sistema FIA,
a valvula de seis vias ou valvula rotativa hexagonal. Este dispositivo combinado a bomba
peristaltica auxilia na injecdo da amostra no percurso. O desempenho da valvula de seis
vias ocorre em duas posi¢des, uma ocorre a insercao da solucado da amostra e reagente
no percurso analitico e a outra, o transporte da zona de amostragem para o detector.
Este tipo de valvula é estavel e reprodutivel, porém, devido a sua configuracao fixa limita
sua aplicacdo. Outros tipos de valvulas foram utilizados em sistemas FIA e permitiram
mais flexibilidade ao sistema, tais como, a valvula solenoide, de trés vias e de
estrangulamento, que através de um computador podem ser incluidas em tempos

diferentes no sistema maior gerenciamento das solucdes. (REIS, 1993).

As vantagens do sistema FIA s&o: o consumo de reagentes reduzido, o uso de
poucas vidrarias, uma vez que a andlise acontece dentro do percurso analitico. Reducao
do custo de anadlise, jA que ndo necessita de equipamentos de alto custo. Alta
produtividade, devido a frequéncia analitica alta, reduzindo o tempo de analise e a baixa
participacao do analista. (MCKELVIE, 2008).

Analise em fluxo multicomutado, (Multicommutation Flow Analysis - MFA) foi
proposta por Reis na década de 90, sendo considerada uma ferramenta analitica que
consiste na insercdo de solucdes de amostra, de reagentes num percurso analitico
numa sequéncia pré-determinada e controlada por computador, onde de forma
alternada ou simultaneas solucfes sao inseridas no percurso analitico formando a zona
de amostragem, a qual é transportada em direcao ao detector, proporcionando melhor

condicao de mistura das solugdes (REIS, 1994).

2.5. Determinacéo de ureia empregando sistema de analise em fluxo

Adulteracéo do leite com produtos quimicos sintéticos € uma séria preocupacgao
com a saude humana. A ureia por ser uma substancia ja encontrada no leite devido a
alimentacdo do animal, e de baixo custo, é facilmente utilizada como adulterante.

Varios procedimentos para determinar a ureia em diferentes matrizes foram propostas
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empregando condutométrica (Rezende, 2008), potenciométrica (Silva et al, 2000) e

deteccdo espectrofotométrica (LUCA, 2001).

Como a determinacdo espectrofotométrica de ureia em plasma de sangue
através de um sistema em fluxo empregando a enzima urease de feijdo das espécies
Canavalia ensiformis e Canavalia brasiliensis quebradas em pedagos definidos (0,5 —
1,0 mm) e colocadas em minicolunas para catalisar a hidrolise da ureia. O sistema em
fluxo empregado utilizou dois reagentes (solucao de salicilato e solucdo de hipoclorito
sbdio) que eram inseridos através de um injetor comutador, apenas a amostra passava
pela minicoluna e no ponto de confluéncia os reagentes se misturavam e eram levados
ao banho-maria com temperatura controlada para depois passar pelo detector.(Luca,
2001).Este trabalho demonstrou bons resultados, contudo o tempo de uso da urease é
bastante curto, de apenas uma semana e o tempo de condicionamento na minicoluna é

consideravelmente grande de 2h.

Suarez e colaboradores propuseram um sistema em fluxo multicomutado
utilizando a enzima urease de “feijao de porco” (Canavalia ensiformis), os fragmentos
de até 350um foram imobilizados com glutaraldeido para deteccéo de ureia em leite. O
sistema em fluxo foi construido em ceramica com entrada e saida fixas. Composto por
guatro entradas 2 reagentes, o hipoclorito e uma solucao de salicilato e de nitroprussiato
em meio alcalino, a solucdo carregadora (aAgua demonizada) e a amostra. A
concentracdo de ureia foi monitorada usando a reacao de Berthelot. (Suarez et al, 2010).
Neste trabalho a prépria semente é imobilizada, portanto a imobilizacdo tem um tempo

de uso menor do que quando € extraida a enzima e depois imobilizada.

No sistema proposto por De Faria e colaboradores, a fonte de urease € utilizada
na sua forma natural, o que diminui a quantidade de analises por ciclo do sistema, foi
desenvolvido um sistema de injecéo de fluxo condutométrico para determinar a ureia em
soro humano usando a enzima urease naturalmente imobilizada. Durante o sistema os
ions de amonio produzidos durante a reagdo enzimética eram convertidos em NHs apés
a adicao de um reagente alcalino. A concentragao de ureia era proporcional ao aumento
no condutancia. (DE FARIA et al, 1991).

Um sistema de injecdo sequencial foi proposto por Silva e colaboradores para
determinacdo potenciométrica de ureia em um eletrodo tubular seletivo para aménio foi
empregado para avaliar a concentragdo de aménio produzida pela hidrélise enzimatica

da ureia a partir do extrato bruto de farelo de feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis DC)
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(Silva et al, 2000). No sistema empregado a enzima utilizada ndo é imobilizada, o que

compete a nao utilizagcdo da mesma em varias analises.

Os trabalhos académicos em analise em fluxo encontrados na literatura que tem
como objetivo a determinacdo de concentracdes de ureia em leite e derivados nao
utilizam reagentes sélidos, como o reagente MOF-Cu?*que é utilizado na deteccéo de

ureia neste trabalho.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Desenvolver um procedimento analitico baseado em um sistema em fluxo
multicomutado e na imobilizacdo de enzima e de reagente sélido para determinacao

espectrofotométrica de ureia em leite de vaca.

3.2 Especificos

1. Sintetizar e caracterizar o reagente solido, (MOF — Metal Organic Framework, a
base de Cu?);

2. Extrair a enzima urease a partir da semente de melancia;
3. Imobilizar a enzima em celulose;

4. Desenvolver uma programacado com Arduino para controle do médulo de analise

e aquisicao de dados;
5. Otimizar parametros quimicos e fisicos do sistema em fluxo proposto;
6. Realizar analise de interferentes;
7. Realizar teste de adicdo e recuperacao;

8. Determinar as amostras de leite de vaca reais e comparar com método de

referéncia.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Solucbes

Para o preparo de todas as solucdes utilizadas neste trabalho foi utilizada agua
deionizada empregando o sistema Mili-Q (Milipore®), reagentes de alto grau analitico e

vidrarias calibradas.

4.1.1. Solucéo estoque

A solucéo estoque de ureia foi preparada a partir do sal (Sigma Aldrich®) com
pureza de 99,98%. Foi pesado 50g do reagente e dissolvido em 100mL do tampéo

fosfato com pH de 6,5. Obtendo a concentracéao final de 500mg dL:.

4.1.2. Solucéo de trabalho

A partir de uma solucéao de estoque foi preparado a solucao de trabalho com
concentragdo com concentragées de 1; 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35; 40; 45; 50mg dL'de

ureia

4.1.3. Amostras

As amostras de leite UHT integral, semidesnatado, desnatado, composto lacto,
e leite em p6 foram compradas em supermercados da regido metropolitana do Recife.
As amostras de leite em p6 foram preparadas dissolvendo-se 11g do leite em 100mL de

agua deionizada. (wolfschoon-Pombo, 1984).
4.1.4. Preparo da amostra

O preparo das amostras para analise foi realizado a partir da adicdo de 2mL de

acido tricloroacético 25% a 5mL da amostra. Em seguida foi centrifugado a 4000 rpm/
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15min, para a precipitacao das proteinas. Posteriormente o sobrenadante foi filtrado com
papel de filtro quantitativo de porosidade de 125 mm (Unifil®). Em seguida, as amostras
de leite foram levadas para andlise.

4.2. Extracdo da urease

Para a determinacéo de ureia foi utilizado um catalisador, a urease, na hidrélise
da ureia com a geracéo de ions NH4* + CO2 + OH". Para a extragcdo de urease de extratos
vegetais (Citrullus lanatus) foi empregada, a metodologia descrita por Fatibello e
colaboradores, 2002, a qual consiste na homogeneizacdo das sementes de melancia
(anteriormente secas em temperatura ambiente) em solugdo de tampao fosfato e

glicerol.

Foram pesados 25g da semente, anteriormente lavadas com agua deionizada e
seca a temperatura ambiente, foram triturados no liquidificador com 100mL de tampé&o
fosfato de potassio 0,1M e pH 6,5 com 2,5mL de glicerol. Em seguida foi filtrado em gaze
e centrifugado 1800 rpm por 15 minutos, o sobrenadante foi armazenado em

refrigeracao a 4°c.
42.1. Teste com aenzima

Foram elaborados testes com a urease para garantir sua atividade, inicialmente
com o sistema apenas contendo a enzima imobilizada foi realizado testes analisando
uma amostra de ureia com concentragéo conhecida de 25mg dL! nos tempos 1 4 5 min,
e foi observado o sinal analitico em relacdo a esta reacdo. E em seguida 0 mesmo teste

foi realizado com o sistema completo, com a MOF-Cu*2.
4.2.2. Imobilizacdo da enzima

Para a ativagdo da celulose com acoplamento gluteraldeido pesou-se 1g de
celulose bacteriana em pd, em seguida, o po foi suspenso em 1,5mL de NaOH 1M e 0,2
ml de 1,4-butanodiol diglicidio éter. A mistura foi agitada por 2horas a 60°C. O produto
foi lavado com agua destilada. Em seguida, foram misturados 0,5mL de agua destilada
e 0,5mL de amobnia 30% (v/v) e agitada por 2 horas a 60°c. O produto foi lavado com
agua destilada. Na sequéncia, a celulose foi misturada com 1mL da solugdo aquosa

25% (p/v) de gluteraldeido por 2 horas, depois lavada com agua destilada.
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Em seguida ap06s a ativacdo da celulose, a mesma foi utilizada para a
imobilizacdo da urease. Para tanto, foi adicionado a 1g celulose uma suspensao de 3mL
de urease (0,1%) em fosfato de s6dio 5mM com pH 4,5 e 25°C durante 1 hora. Apés a
imobilizacdo os derivados foram lavados com agua destilada e filtrados em papel de

filtro quantitativo de porosidade 125mm (Unifil®).

4.3. Sintese e caracterizacdo do polimero de coordenacdo MOF-Cu?*

Para esta sintese da MOF-Cu?* foi realizado uma reacgdo hidrotermal, onde
foram utilizados os seguintes reagentes: nitrato de cobre (ll) diidratado, oxalato de sédio
e 5mL de 4gua destilada. Em seguida foram homogeneizados e levados para mufla com
temperatura de 180°C e presséo controlada durante 72 horas. Apés o tempo de reacéo
o produto foi lavado com agua deionizada e centrifugado, onde o precipitado foi levado

a refrigeracdo e seco no liofilizador.

O esquema a seguir mostra a reacdo hidrotermal da MOF-Cu?*, onde o metal

ira formar uma rede de compostos de coordenacgado com ligantes oxalatos.

0 01%
- \ / (hidrotermal)
Cu” + 2Na* ',C—C“ 180°C
O'/ \‘C‘} 72h

Esquema 02: Rota sintética, em condi¢es hidrotermal, para obtenc¢édo da (Cu?*
- MOF).

A caracterizacdo da MOF-Cu?* foi realizada empregando a espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Os espectros vibracionais no
infravermelho foram realizados a partir da técnica de pastilha KBr. O equipamento
utilizado foi espectrofotbmetro com transformada de Fourier, VARIAN®, modelo 600,

abrangendo a regido de 4000 - 400 cmtcom resolucéo espectral de 4cm™.
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4.4. Descricao geral do sistema em fluxo

O sistema em fluxo é composto por duas minibombas solenoides (Bio-chem),
onde Ba1 transporta a amostra (S) e B2 transporta a solugdo tampao fosfato de pH 6,5
(Cs). Uma valvula solenoide de trés vias (V) (Nresearch®) foi posicionada para o controle
da passagem das solu¢cbes, onde ora a solucdo de amostra e solucdo tampao passa
continuamente no percurso até chegar na minicoluna e, posteriormente, a deteccao, ora
€ desviada para o primeiro descarte (L) (etapa utilizada para a troca de solucao de
amostra e limpeza). A minicoluna é de PMMA composta por duas partes de volumes
iguais(0,36mL), onde se encontram a enzima imobilizada (urease) (E) e o reagente
solido (MOF-Cu?*) (M), que ficam separados por um disco de silica. Ap6s o tempo de
reacao com a enzima, a solucéo de amostra entra em contato com a MOF, e em seguida
a solucao de amostra € transportada até o detector (D), um espectrofotdmetro multicanal
(UV/VIS) tipo CCD modelo USB 4000 (Ocean Optics) UV-Vis para deteccdo e, em
seguida, descartada no segundo descarte (L). Na Figura 4 é apresentado o diagrama do
sistema em fluxo proposto para a determinagéo de ureia em amostras de leite.

Figura 4: Diagrama do sistema em fluxo.
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4 5. Sistema de controle

O controle do sistema em fluxo foi realizado por um microcomputador notebook
(Acer®) através de uma placa de programacédo Arduino uno (ATmega328), a qual
permite o controle das variaveis do sistema, proporcionando o estudo da otimizacao do

método, as etapas de lavagem e a obtencao dos dados.

Tabela 1: Acionamento das vélvulas do sistema proposto.

Pulsos

Bi1 B2 V1 (ms) Ciclos
Enchimento
do percurso 0 1 0 140 1
analitico
Amostragem 1 1 0 80 1
Deteccao 0 1 0 120 1
Limpeza 0 1 1 150 3

As minibombas e as valvulas sédo acionados conforme ilustra a tabela 1, onde o
numero 1 corresponde a minibomba ou valvula ligada e o 0 (zero) indica minibombas ou
valvula desligada. A analise € iniciada com a etapa de enchimento do percurso analitico,
0 acionamento ocorre com B1; B2; que corresponde ao bombeamento da solugéo da
amostra e do tampéo fosfato de potassio, durante 200milissegundos, nesta etapa 0s
fluidos sdo direcionados para a coluna de reacdo (enzima / MOF-Cu*?). Em seguida,
com apenas a minibomba B2 acionada o produto da reagéo da minicoluna passa para a
cela (cubeta), onde permanece até a deteccao do sinal analitico. Na etapa de limpeza
ocorrem o esvaziamento e a lavagem com o préprio tampéo fosfato 0,1 mol L*e pH 6,5.
Os residuos gerados nesta etapa sao direcionados para os dois lixos. O tempo total de

uma analise é de 8 minutos.



23

4.6. Método em fluxo proposto para determinacao espectrofotométricade ureiaem

leite

Foi preparada uma solucédo estoque de concentracéo final de 500mg dL? de
ureia e através de diluicdo obteve-se uma solucéo trabalho com concentracdes variando

entre 1 e 50mg dL.

Inicialmente, o percurso € preenchido com solugcédo tampéo fosfato 0,1M de pH
6,5 até o segundo descarte. Em seguida realizou-se a insercado da solucdo de amostra
com 80 pulsos (0,36 mL), levando ao preenchimento da primeira parte da minicoluna
onde est4 localizada a enzima. Neste momento, ocorre 0 primeiro tempo de parada para
a reacdo catalitica de hidrélise da ureia, otimizado em 4 minutos. Posteriormente, a zona
de amostragem é deslocada até a segunda parte da minicoluna, onde ocorre o segundo
tempo de parada para reagdo colorimétrica com o reagente sélido MOF — Cu*?,
otimizado em 4 minutos. Em seguida, o produto da reacdo chega a sela de deteccao
gerando sinal com monitoramento da absor¢do em 450nm empregando UV-vis modelo
USB4000 (Ocean optics®). A fonte de radiacéo usada pelo modelo LS (Ocean optics®)

possui uma lampada de tungsténio-halogénio e alimentac¢édo por uma fonte de 12V.

Para o célculo das concentracfes de ureia nas amostras de leite, os resultados
de absorbancias foram aplicados na curva analitica obtida pelas solucdes de referencia
(absorbancia versus concentracdo de ureia) gerando resultados de concentracao

expressos em mg dL?.

4.7. Método de referéncia utilizado (kit ureia CE - LabTest)

Para a avaliagdo da exatiddo do método proposto, empregou-se um kit ureia CE
— Lab Test®. O kit mostrou-se seguro ao ser utilizado por Magalhdes (2003) em amostras

de leite.

O kit consiste em quatro solucdes, solucdo tampdao fosfato 10 mmolL* e urease
> 268KUL™1), solucdo tampéao estoque (tampéao fosfato 100 /L, pH 6,9; salicilato de sédio
312 mmolL* e nitroprussiato de sédio 16,8 mmolL™.), solucdo oxidante (hidroxido de
sodio 2,8 molL* e hipoclorito de sédio 121 mmolL?) e solucédo de referéncia (azida
s6dica 7,7 mmolLt). De acordo com as instrucdes do proprio teste, alguns reagentes

precisaram ser diluidos nas proporcdes necessarias, menos o padrao.



24

Em trés tubos de ensaio o branco contendo 1 mL de oxidante de uso, o teste
contendo 0,01 da amostra e 1,0mL de urease tamponada e 1 mL de oxidante de uso, e
0 padrao contendo 0,01 mL do padréo, 1,0mL de urease tamponada e 1 mL de oxidante

de uso.

Os tubos foram agitados e levados a aquecimento com temperatura controlada
de 37°c durante 5 min. em seguida foi realizada a leitura no espectrofotdmetro uv-vis.
Os calculos para obter a concentracdo de ureia foram realizados como descrito na

equacao abaixo:

mg/mL = Absorbancia teste =70

Absorbancia Padrao

4.8. Avaliacao do sistema em fluxo proposto
4.8.1. Estudo do pH

No estudo do pH para otimizacdo do sistema foram utilizadas solu¢des tampéao
fosfato 0,1 mol Le variou-se pH entre 5,5 e 8. Foram observados os sinais analiticos
com absorbancia de 450 nm e o que demonstrou melhor intensidade do sinal foi o

escolhido para ser utilizado no sistema.
4.8.2. Estudo do tempo da reacao

Para o estudo do tempo de reacao foi realizado de forma univariado, mantendo-
se fixo o tempo do reagente sélido em 1min e variando o tempo da reacdo da hidrodlise
da ureia entre 1min e 10min. Apés a observacao do sinal analitico com maior intensidade
em 450nm em relacdo ao tempo da reacdo de hidrélise foi fixado o tempo com a
intensidade maior e variou-se o tempo de rea¢cdo com o reagente solido também entre
1min e 10min. Novamente foi-se considerado o tempo em que o sinal apresentou maior

intensidade.
4.8.3. Estudo de razao volumétrica

Para o estudo do volume da solucdo de amostra empregou-se uma solucao de
referéncia na concentracéo de 25 mg dLde ureia. Para tanto, foi fixado as condicdes

estabelecidas anteriormente para tempo de reacao na presenca da urease e do reagente
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sélido, respectivamente e variou-se o volume entre 20 pL a 120uL. Foram realizadas
leituras em triplicata com absorbéancia em 450nm. O volume que demostrou maior
intensidade do sinal analitico foi seleciono para a continuidade da otimizacéo do sistema

proposto.

4.8.4. Estudo da seletividade

As substéncias selecionadas como potenciais interferentes no método proposto
foram: a Cisteina; a cistina; o Triptofano; a lactose; a tiamina (vitamina B1l); a
cianocobalamina (vitamina B12). A selecdo dessas substancias é devido a sua
concentracao no leite, ou por apresentar em sua estrutura grupos nitrogenados. Para a
execucdo do estudo foram preparadas solucdes ureia 25mg dL?! e variou-se a
concentracdo dos potenciais interferentes até causar efeito na intensidade da

absorbancia de + 5 (Amatatongchai, 2015).

4.8.5. Estudo da exatidao

No teste adicdo e recuperacdo foram analisados 5 tipos de leites diferentes, o
UHT tipo integral, UHT tipo desnatado, UHT tipo semidesnatado, UHT tipo zero lactose,
e leite em pé. Para tanto foram adicionadas concentracdes conhecidas de 10 mg dL* e
25 mg dLde ureia as amostras de leite. Em seguida foi realizado o preparo das
amostras ja relatados no item 4.1.4. Posteriormente, foram analisadas no sistema
proposto de acordo com as variaveis otimizadas e o0s resultados obtidos foram

processados aplicando-se a equagdo matematica:

R% = {(Camos + adicionado) / ( Camos + C adicionado)} +100

Onde o0 R% é a porcentagem de recuperacdo; Camos € @ concentracdo da
amostra; C adicionado € @ concentracdo de ureia conhecida que foi adicionada; Camos +

adicionado € @ concentracdo da amostra com adicao da ureia.
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4.8.6.Figuras de mérito

O limite de deteccéo (LD) e de quantificagdo (LQ) foram obtidos a partir das

equacdes Eq. (1) e Eq. (2), respectivamente:

LD = (3,3 + sA)
B Eq. (1) LQ = (10 + sA)

B Eq. (2)

Onde sA é o desvio padrdo do coeficiente linear, e B é o coeficiente angular.
(Ribani, 2004; Gonzales, 2007).

A precisdo do mérito foi calculada a partir do desvio padrao relativo (DPR),
obtido a partir de 20 determinacfes consecutivas a partir da solucao de referéncia 25mg
dL%, calculado a partir da equacéo (3). Onde s é o desvio padrdo e X o valor médio de

absorbancia.

DPR = (s +100)
(Xmédia) Eq. (3)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Aspectos gerais para o desenvolvimento do método proposto

As minibombas utilizadas no sistema proposto foram calibradas com agua,
ambas apresentando vazédo de 0,01mL por pulso. As massas da enzima e do MOF-Cu*?
inicialmente, utilizadas foram de uma proporcéo 1:4, porém depois da otimizacado do
sistema observou-se que essa propor¢ao nao apresentava nenhuma alteracao no sinal
analitico, portanto optou-se por utilizar a mesma quantidade de massa para ambas. As
condic¢des iniciais do sistema foram o tempo de reacdo de 10 min tanto na presenca da
enzima, quanto na presenca do reagente sélido, volume de solucao de referéncia de

ureia de 0,63mL e solucdo tampao fosfato de potassio 0,1M pH 6,5.

A reacgdo proposta neste trabalho consiste na reagdo da hidrélise enzimatica da
ureia catalisada pela urease, que produz aménia e COzque, em meio aquoso forma ions
amonio (esquema 1). Os ions ambnio reagem com o composto de coordenacédo a base
de cobre Cu?* (esquema 2) formando o complexo [Cu(NH3)4]** que é monitorado em
450 nm.

Esquema 01: Reacédo de decomposicao da ureia.

H:N

\ Urease

C=—0 n H,0 ———> 2NH; + CO,
/ PH

H.N Amédnia

Uréia

NH; + H:O —> NH, + OH
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H:N
\ Urease
C=0 ————— 2NH; + CO; (A)
H
HzN/ p
2NH, + _.>_c§:_ L >—°‘ ——— [Cu(NH3)q] *2 (B}
6 o Ng b

Esquema 02: Reacdes que ocorrem dentro da coluna. (A) reacdo enzimatica,

(B) reacédo colorimétrica com a (Cu?* - MOF).

Para avaliar a atividade da enzima foram realizados testes, onde no sistema
continha apenas a urease imobilizada e foi adicionado ureia 25mg dL* como indicam as
imagens de “A”, onde A’, A” e A” correspondem a 1min, 2min. e 5min. de reagdo. A
presenca do ion aménio ndo foi detectada no espectrofotbmetro, porem foi possivel
observar uma mudanca no pH da solu¢do que inicialmente apresentou um pH de 6,4 e
ao final da reacéo no sistema seu pH foi alterado para 8, o que indica a presenca dos
ions amdnio em solugdo. As imagens de “B” indicam o sinal analitico observado quando
o0 sistema esta completo (enzima + MOF), e mostra que a intensidade do sinal varia de
acordo com o tempo de reacdo. B, B" e B” correspondem a 1min, 2min. e 5min. de

reacao.

Figura 5: Teste da atividade enziméatica. (A) com o sistema apena contendo a enzima, em 1,3 e

5min. de reacéo. (B) com o sistema proposto completo com os respectivos tempos de 1 & 5min
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O sinal analitico observado na imagem 6 (Esq.), do método proposto, é coerente

ao sinal da figura 6 (Dir.), e correspondem ao sinal da reacéo do produto da hidrélise da

ureia com a MOF-Cu+? (Esq.), e a reacdo de NH,Cl e a MOF-Cu?* (Dir.) a qual corresponde

a formacéo do [Cu(NHs)4]Cl2. Com absor¢cdo em 450mn.
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Figura 6: Espectro do produto da reacéo entre a hidrélise da ureia catalisada pela enzima urease

e a MOF-Cu*2. (esquerdo). Banda de absorcéo da reacéo entre o NH4Cl e a MOF-Cu?* levando

a formacédo do [Cu(NHs)4]Cl; (direito).
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5.2. Caracterizacdo da MOF-Cu*?

Para a elucidacdo estrutural

30

do composto formado fez-se uso da técnica

espectroscopica de infravermelho. Na Figura 7 sdo apresentados os espectros do

acido oxalico, e do composto de coordenacao formado apds a sintese hidrotermal.

Na Figura 7 observa-se em 1695 cma presenca da banda de intensidade forte
referente a carbonila, em 4382 cmexibe a banda de OH do acido e também da agua.
E em 1257cmapresenta a banda de CO.

Ao lado pode-se observar as banda de carboxilato em 1635 cm, e da ligacéo
CO em 1329 cm™, em 3476 cm banda de OH, entre 3065 cme 2766 cm™ apresenta
bandas caracteristicas de carbonos sp? e sp?, e as bandas em 598 cm™ e 514 cm*

correspondem ao alongamento Cu-O. Nota-se o deslocamento das frequéncias por

causa da coordenacéo, onde é possivel atribuir com picos a estrutura da formula minima

proposta.

Os espectros obtidos demonstraram grupos caracteristicos da MOF-

Cu*?contendo ions carboxilatos como ligante. E o deslocamento e estreitamento da

carbonila confirmam a coordenacdo, como também a banda caracteristica de carbono

Figura 7: Espectro do acido oxalico, e Espectro daMOF-Cu?na regido do infravermelho
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5.3. Avaliacdo do sistema em fluxo proposto

5.3.1. Estudo do pH

Para estudo da concentracdo hidrogenidnica (pH), selecionou-se o tampéo
fosfato, pois segundo a literatura € o mais utilizado em relacdo a extracdo da enzima
urease e preservacao da mesma. Assim sendo, neste estudo, fixou-se a concentracao
da solugdo tampdo em 0,1 mol L e variou-se o pH entre 5 e 8. Na figura 8, apresenta-
se a resposta analitica do estudo realizado. De acordo com os resultados obtidos,
observa-se um aumento do sinal analitico até o pH de 6,5, posteriormente, houve a

diminuicdo do sinal analitico. Neste sentido, foi selecionado o pH de 6,5 para a

continuidade na otimizacdo do método proposto.

Figura 9: Estudo do pH empregando solucédo tampéo fosfato 0,1 mol L.
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5.3.4. Estudo do volume da solucdo de amostra

O volume da solucdo de amostra e/ou solucao de referéncia inserido no sistema
em fluxo é controlado a partir dos pulsos das minibombas solenoide, onde um pulso
corresponde a 0,01mL de solugéo. De acordo com os resultados apresentados na Figura
10, a absorbancia aumentou até o volume de 0,8mL e, posteriormente, nota-se uma
estabilizacéo na intensidade de absorbancia e que volumes maiores nédo implicaram em um
aumento significativo da intensidade do sinal analitico. Assim sendo, foi selecionado o

volume de 0,8 mL (80 pulsos) para a continuidade da otimizagéo do tempo de reacao.

Figura 10: Estudo da influéncia do volume da amostra (ureia) 25mg dL™.
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5.3.5. Estudo do tempo de reacao

Sabemos que a cinética da reacdo, em funcdo do tempo, influencia
significativamente o rendimento reacional, consequentemente, na sensibilidade do
meétodo proposto. O estudo do tempo foi realizado empregando a analise univaridado
para a obtencéo de uma melhor resposta analitica. Inicialmente foi realizado o estudo
de tempo da solucao de referéncia na presenca da enzima urease imobilizada, fixando-
se o tempo da solucéo de referéncia no reagente solido em 1 minuto e variando o tempo
da reacdo enzimatica entre 1 e 10 minutos. Observando o gréfico da figura 11 notamos

gue a absorbancia com maior intensidade ocorre no tempo de 4 minutos,
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posteriormente, nota-se a estabilidade da resposta analitica (absorbancia). Desde

modo, foi selecionado o tempo de 4 minutos para a continuidade do estudo.

Figura 11:Estudo da influéncia do tempo reacional da enzima imobilizada (urease),
concentracdo 25 mg dL* de ureia.
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Com o tempo da reacdo enzimatica fixada em 4 minutos, efetuou-se o estudo
do tempo de reacéo na presenca na presenca do reagente sélido (MOF-Cu?*) variando-
se o tempo de reacgdo entre de 1 a 10 minutos. De acordo com a figura 12, nota-se que
com 4 minutos de reacdo se obtém a estabilidade do sinal de absorbancia,
posteriormente a resposta analitica permanece constante. Neste sentido, selecionou-se
o tempo de 4 minutos para reacdo na presenca do reagente sélido. Assim sendo, o

tempo de 4 minutos foi definido para ambas as reacodes.

Figura 12: Estudo da influéncia do tempo reacional do reagente sélido (MOF-Cu*?),

concentracédo 25 mg dL* de ureia.
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5.4. Figura de mérito

No sistema em fluxo proposto foram realizadas varias curvas com 11 pontos,
elas foram construidas fundamentadas no método de minimos quadrados em dias
diferentes, de acordo com a equacéo: Y = A«x + B, com as concentracdes variando entre
de 1 e 50 mg dL. Os valores médios estimados dos coeficientes lineares (A) angulares
(B) foram de 0,0481 e 0,0831 respectivamente e o coeficiente de correlacdo (R) foi de
0,9964. Na Figura 13 é apresentado a constru¢do da curva analitica variando-se a
concentracdo entre 1 e 50 mg dL de ureia e na tabela 2 nota-se os coeficientes Lineares

(A), angulares (B) e de Correlagéo (R), adquiridos

através de curvas analiticas obtidas no sistema em fluxo realizadas em dias diferentes.
Desde modo, podemos afirmar que o sistema proposto para a determinagéo de ureia é

estavel e robusto podendo ser aplicado como método de rotina.
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Figura 13: Curva analitica com concentracdes de 1 — 50 mg dL* de ureia.
Y =(0.03486 + 0.00002) *x + (0.08344 + 0.0254), R =0,99671
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T T T E T ¥ T ¥ T d T
0 10 20 30 40 50
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Tabela 2: Coeficientes Lineares (A) e Angulares (B) e de Correlacdo (R), adquiridos através de

curvas analiticas no sistema em fluxo realizadas em dias diferentes.

. . . Pontos
Coeﬂue(zz;e linear Coeficiente Angular (B) Sgﬁféf;zgge(d;)" da
curva
0.04524 + 0.00122 0.06046 + 0.0345 0,9964 11
0.03278 + 0.00001 0.07029 + 0.02124 0,99739 11
0.03182 + 0.00101 0.09026 + 0.02863 0,99499 11
0.03486 + 0.00002 0.08344 +0.0254 0,99671 11

O limite de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram estimados em
0,082mgdL! e 0,272 mg dL*%, respectivamente. O tempo total da andlise,
desconsiderando o preparo da amostra e incluindo todas as suas etapas de
amostragem, reacao, deteccao e limpeza, é de aproximadamente 8 minutos, obtendo

uma frequéncia analitica de 8 determinagdes por hora.

Os parametros analiticos obtidos no sistema de andlise proposto estao

apresentados resumidamente na Tabela 3.

Tabela 3: Figuras de mérito do sistema de analise proposto para determinacdo ureia em leite.
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Método

Parametros Proposto
Faixa de trabalho (mg dL™?) 1-50
Coeficiente angular 0,201
Coeficiente linear 0,0761
Limite deteccdo (mg dLt) 0,0362
Limite quantificagdo (mg dL™) 0,272
Exatidao (%) 1,05
Preciséo (DPR) (%) 0,99
Consumo de amostra por determinacéo (mL) 0,8
Consumo da solucéo carregadora (mL) 0,96
Geracdao de efluentes por determinacao (mL) 1,76

Na tabela 4, apresentamos uma comparacdo de métodos em fluxo para determinacao
de ureia em diferentes amostras e utilizando fontes de urease diferentes.

Tabela 4: Comparacao do método proposto com outros métodos para determinacao de ureia.

Referéncia Gilmara C. 2001*a F.V. Silva et al. 2000*b Rezende, 2018*c  Método proposto
Produto Sangue animal Leite Solo Leite
Fonte Cajanus cajan  Canavalia ensiformis i Citrullus lanatus
enzimatica (ervilha) (feijdo) (melancia)
Tempo 2h 3 min 42 seqg 8 min
Desvio padréao 1,40% 1,90% 5,30% 0,99%
Quantidade de 1mL 900 mL 500 g 0,8 mL
amostra
Temperatura 45° C - - -
Detecc¢ao Espectrofotométrico Potenciométrica Condutométrica  Espectrofotométrico

*a - Determinagdo de ureia em plasma de sangue animal
*b - Determinag&o potenciométrica de ureia por injegédo sequencial

*C - Determinacéo da Atividade da Urease no Solo

Na tabela 3 podemos observar que os parametros do nosso sistema apresentam resultados
coerentes quando comparado com demais sistemas de analise em fluxo, uma vez que o tempo
gasto foi de apenas 8min. o desvio padréo é de 0,99% e a quantidade de amostra é de menos
de 1mL (0,8mL).
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5.5. Estudo da seletividade

Os resultados obtidos no teste de possiveis interferentes na reagdo proposta

estdo apresentados na Tabela 5.

Os resultados adquiridos durante os testes de interferentes demostraram que
as vitaminas Timina (B1) e Cianocobalamina (B12) apresentaram maior potencial de
referéncia, uma vez que mostrou um limite menor de concentracdo que causa
interferéncia. Porém, a tiamina e a Cianocobalamina ndo apresentam uma real
interferéncia, pois tem concentracdo media no leite de (B1) 0,5mg dL* e (B12) 2,4mg
dLde leite (MILLER, 2000), uma vez que a ureia esta presente numa faixa de 10 a 14
mg dL* (Laerte, 2013).

A cisteina e o triptofano apresentaram um potencial de interferéncia menor,
levando em consideracdo a concentracdo utilizada. Com concentracdo média de 5,6

mg g* e 46,3 mg g respectivamente. (Viapiana, 2017).

A cistina e a lactose também ndo apresentaram interferéncia real durante as
andlises, com concentracdo média de 30,34 mg g a cistina (Fani, 2014) e 5,2 % a
lactose (Noro, 2001).

Tabela 5: Resultados dos possiveis interferentes na reacdo com a MOF-Cu?*

Concentragéo
Concentracéo do
de ureia interferente Razao Variacado do

Substancia (mg dL") (mg dL ™) volumétrica sinal (%)
Cistina 25 2500 1:100 -0,07
Cisteina 25 2500 1:100 -0,512
Triptofano 25 2500 1:100 0,302
Timina 25 1250 1:50 1,472
Cianocobalamina 25 1250 1:50 1,128

Lactose 25 2500 1:100 0,656



https://www.minhavida.com.br/alimentacao/tudo-sobre/21245-vitamina-b
https://www.minhavida.com.br/alimentacao/tudo-sobre/21245-vitamina-b
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5.6. Adicao e recuperacao

Cinco amostras diferentes foram preparadas segundo o método descrito no
topico 4.1.4.( Natural, UHT semidesnatado, UHT desnatado, leite em pd e zero
lactose)e, posteriormente, foram analisadas empregando o método proposto Nessas
amostras foram adicionadas quantidades conhecidas de ureia de 10 e 25 mg dL. Suas
concentragfes foram medidas de acordo com as curvas analiticas realizadas com
concentracdes entre 1 e 50 mg dL* e os resultados obtidos estdo apresentados na
Tabela 2.

Valores de recuperagdo num intervalo entre 60 e 115% s&ao considerados
satisfatorios. (Brito, 2003; Ribani, 2004). Nas amostras realizadas foram obtidos valores
adequados entre 90 e 103%, indicando que ndo ocorreu efeito matriz na determinacéo

de ureia.

Tabela 6: Teste de adicdo e recuperacdo para determinacdo de ureia em leite, aplicando o
sistema em fluxo proposto.

Tipo de Método Valor Valor

amostra de proposto adicionado recuperado Recuperacao

leite (mg dL™) (mg dL") (mg dL) (%)

Natural 10 39,1+1,3 91,2

31,9+04 25 53,2+0,5 95,0

Leite em pé 10 32,6 +0,7 94,0

24,8+ 27 25 46,5+1,2 92,0

Leite UHT 10 28,1+25 97,1

desnatado 19,1+ 1,2 25 40,0 + 2,3 91,4

Leite UHT 10 37,8+0,7 90,7

semidesnatado 31,4+0,3 25 51,5+1,4 92,4

10 38,1+1,3 103,0

Zero lactose 26,9+0,5 25 483 +1,2 93,7
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5.7. Andalise das amostras

Uma vez realizada a otimizagdo dos parametros quimicos e fisicos do sistema
proposto, foram analisadas 10 amostras leite pelo método proposto e pelo método de

referéncia (kit ureia CE) e os resultados séo apresentados na tabela 7.

Tabela 7: comparativo entre o sistema proposto e o kit ureia CE.

Tipo de amostra  Método 46 Ref. (KIT)

de leite Proposto
Composto lacteo 35,0+0,3 34,1+0,1
Leite em po6 36,0+0,1 37,8+0,3
UHT integral 43,63 +0,04 43,87 +£0,05

UHT zero lactose 16,4 + 0,6 16,7 + 0,3
UHT semidesnatado 19,9 + 0,2 19,16 + 0,08

UHT desnatado 16.7 £ 0,3 155+0,1
Instantdneoem p6 21,29 +0,08 21,32 +0,01
In natura® 3,4+0,1 3,5+0,3
In natura® 1,54 + 0,09 1,65+ 0.02
In natura® 0,84 £ 0,04 0,96 £ 0,03

“A”, “B”, “C”: Leite de trés vacas diferentes

Aplicando o teste F (preciséo) entre os resultados obtidos empregando o método
proposto e o método de referéncia obteve-se um o f ca = 0,99. Assim sendo, podemos
inferir que n&o ha diferenca significativa ao nivel de confianga 95% (f tab= 3,18) entre os
desvios dos dois métodos analiticos analisados. Também, foi realizado o teste t
(amostras diferentes e métodos diferentes) e obteve-se valor de t ca = 1,05. Portanto,
nao ha diferenca significativa ao nivel de confianca 95% (tab = 2,26), demonstrando a
exatiddo do método proposto em relacdo ao método de referéncia.

O ponto médio da curva analitica 25mg dL* foi empregado em todos os estudos
de otimizacdo do método proposto. Com as mesmas massas da enzima imobilizada e
do MOF-Cu+2 foram realizadas 130 amostras, mantendo a repetibilidade e a

sensibilidade do sinal analitico.
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6. Conclusao

O sistema de analise proposto € de arranjo simples, versatil e robusto e mostrou-
se viavel para determinar a ureia em leite empregando a enzima urease imobilizada em

celulose e o reagente sé6lido MOF-Cu*.

O sistema em fluxo para determinacao de ureia em leite demonstrou capacidade
de quantificar proteina através de nitrogénio ureico com maior exatidao do que o método
oficial que ndo consegue distinguir o nitrogénio proteico do néo proteico. Mediante a
utilizacdo da enzima urease que funciona como catalisador da hidrélise da ureia. E
precisdo quando comparado com o método de identificacdo de ureia em sangue (Ureia
CE).

A ferramenta analitica também apresenta uma reducéo significativa do tempo
reacional, da utilizacdo e da quantidade dos reagentes, das vidrarias e equipamentos
necessarios. Também aponta maior preciséo e sensibilidade do que o método oficial.

A coluna contendo a enzima apresentou boa estabilidade, caracterizada pela
durabilidade de 130 andlises, a qual é suficiente para uso pratico. No procedimento
proposto destacam-se a disponibilidade da enzima, seu baixo custo, e a pequena

manipulacdo das amostras.
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