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Introducgéo

A urease (uréia amidohidrolase, EC 3.5.1.5) é uma
enzima extensamente estudada, dada sua
aplicabilidade na agricultura e na medicina. Esta
enzima €& utlizada em procedimentos de
diagnésticos clinicos, na determinacéo de uréia em
fluidos biolégicos, como por exemplo, urina e
sangue™®. No entanto, uma das grandes
dificuldades encontradas para o emprego de
enzimas em procedimentos analiticos € o seu custo,
além da grande maioria ndo serem produzidas no
Brasil. Nesse sentido, esse estudo propde um
método rapido e de baixo custo, para a obtencéo de
um extrato bruto que contém a enzima urease, a
partir do feijdo guandu, avaliar as caracteristicas
cinéticas desta enzima com seu substrato bem
como um procedimento analitico empregando o
extrato enzimatico purificado na determinacédo de
uréia em amostras de fertilizantes.

Resultados e Discussao

Inicialmente varios estudos foram conduzidos a fim
de se obter uma melhor condicdo de extracdo
associada a estabilidade da enzima. Analisando os
resultados obtidos, verificou-se uma maior atividade
enzimatica associada a uma maior estabilidade,
guando nos procedimentos de extracdo empregou-
se uma solucéo 0,05 mol L™ tampao fosfato pH 6,5.
O valor de K, obtido (segundo Lineweaver-Burk) foi
de 170,3 mmol.L™. Este valor encontra-se dentro de
uma faixa de valores de K, reportados na literatura
(3479 mmol.L™" dependo do meio extrator, em
geral solucdo tampdo fosfato)**. Apés os estudos
de caracterizacdo da enzima, foram realizados
estudos para a pré-purificacdo da enzima,
inicialmente realizando-se a precipitacdo da enzima
com acetona a frio e posteriormente percolando-se
o extrato precipitado em coluna cromatografica (Gel
Sephadex). Os resultados obtidos nas etapas de
pré-purificacao sdo apresentados na Tabela 1.

Apoés as etapas de purificacdo da enzima, a solucdo
do extrato pré-purificado foi empregado como fonte
de enzima urease na hidrolise da uréia em
fertilizantes, conforme a reacao 1:
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Urease . )
(NH2).CO + H,O ——» 2NH, + HCO3 (1)

Tabela 1. Etapas de purificacdo do extrato
enzimatico de Urease do feijao guandu.

Etapas de| Proteina U/mg | U totais Fator
Purificacdo total (mg) Purificacdo
Extrato Bruto 3007,3 27,6 83122 1,0
sobrenadante

Pré- 710,2 259,1 | 34021 9,4
purificacéo

por acetona

Cromatografi 58,6 339,2 | 946,2 12,3
aem gel

A quantidade de uréia foi determinada

indiretamente, monitorando-se o ion aménio pela
reacao de Berthelot.

O resultado da analise em fertilizante liquido (n=3)
apresentou uma concentracdo média de uréia de
0,198+0,0049/100 mL de solucédo de fertilizante.

Conclusoes

Os parametros cinéticos foram determinados
empregando-se a equacdo de Michaelis-Menten, e
de Lineweaver-Burk. Os valores encontrados estéo
de acordo com os reportados na literatura. Nas
etapas de purificacdo da enzima obteve-se um fator
de purificacdo do extrato de 12 vezes e uma
atividade especifica de 339,2 U/mg. O extrato
enzimatico pré-purificado foi empregado com
sucesso na determinacao de uréia em fertilizantes
liquidos.
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