EXTRAGAO E CARACTERIZAGAO DE UREASE DE SOJA
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Resumo: A determinacdo da atividade ureasica da soja é importante porque se
constitui um teste simples e rapido na avaliagdo da eficiéncia do processamento
desta leguminosa, devido a que a urease apresenta resisténcia térmica semelhante
aos fatores antinutricionais presentes nos graos de soja. No seguinte trabalho foram
analisadas as seguintes caracteristicas das proteinas de soja: analise quantitativa e
qualitativa da proteina, teste qualitativo da atividade enzimatica, determinacao
qualitativa da inativagao enzimatica por metais pesados.
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Introdugdo: As ureases (uréia amidoidrolase, EC 3.5.1.5) sdo metalo-enzimas
dependentes de niquel (DIXON et al., 1975) que catalisam a reagao de hidrélise da
uréia a amoénia e carbamato, o qual se decompde espontaneamente para formar
diéxido de carbono e uma segunda molécula de amdnia. Em meio aquoso a hidrélise
da uréia é favorecida em pH da neutralidade, nesse meio a formacao de carbonato
de amobnio indica o grau de avango da reacdo. Para a identificacdo de sub-
processamento ou nenhum processamento térmico € empregado o teste da
atividade da enzima urease, que esta presente no farelo de soja e que, segundo
alguns autores, é desnaturada com uma intensidade similar a da proteina anti-
tripsinica de Kunitz, que é aquela que realmente causa inibicdo de crescimentos em
alguns animais por sua agao negativa sobre a enzima pancreatica tripsina,
indispensavel para a digestdo das proteinas que chegam ao lumen intestinal dos
animais. O objetivo deste trabalho foi determinar o melhor meio para a extragdo da
Urease da soja, demonstrar a sua natureza protéica, determinar quantitativamente
sua concentracido, fazer a caracterizagao bioquimica qualitativa e quantitativa da

enzima e determinar a atividade enzimatica, usando método oficial.



Materiais e Métodos: Foram utilizados Graos de soja obtidos em comércio local de
Pelotas, RS, os quais foram deixados de molho em agua para serem hidratados
overnight e a partir dai foi realizada a extragao da proteina. Para determinagao
quantitativa da proteina, preparou-se uma curva-padrdo com a Albumina de Soro
Bovina (BSA) na faixa de concentracdo de 0, 2, 4, 6, 8 e 10 mg. A cada aliquota de
1,0 mL de cada solugdo padréo adicionou-se 1,0 mL de agua e 3,0 ml do reagente
de Biureto. Em seguida, efetuaram-se as leituras de %T (Transmitancia) a 540 nm e
a partir dos valores encontrados, construiu-se a curva-padrao onde estabeleceu a
relacéo entre A (Absorbancia) vs. C (Concentragdo). Para determinagédo qualitativa
da proteina da soja, pipetou-se 0,5 mL de extrato de soja em um tubo de ensaio, em
seguida, adicionou-se 1,5 mL de agua destilada e 1,0mL de HNOS p.a, deixando-se
em repousar por 10 minutos até a turvagcdo do meio. Tal teste foi comparado com
um branco de glicerol 50%. Para o teste qualitativo da atividade enzimatica, em um
tubo de ensaio adicionou-se 0,2 mL de extrato de soja, 0,8 mL de agua, 3,0 mL de
tampéo fosfato 0,001 M (pH 7,0 com uréia) e 0,2 ml do indicador de vermelho de
fenol, levando-se em banho-maria a 37°C por 5 minutos. Observou-se a mudancga
de coloragao e comparou-se com branco de tampéao fosfato sem uréia 0,001 M pH
7,0, 0,2 mL de extrato, 0,8 ml de agua, 0,2 mL de indicador, 37°C por 5 min. Para
determinagdo qualitativa da inativagéo pelo calor, ferveu-se 5 mL do extrato de soja
por 5 minutos, onde uma aliquota de 0,2 mL desta foi adicionada 0,8 mL de agua
mais 3,0 mL tampdo com uréia, seguido de agitagdo vagarosa. Logo apos,
adicionou-se 0,2 ml do indicador vermelho de fenol, e levou-se em banho-maria
37°C por 5 min. O resultado da coloracao foi comparado com o branco de tampéo
fosfato sem uréia. Para determinacao qualitativa da inativacdo enzimatica por metais
pesados, retirou-se 0,5 mL do extrato de proteina, adicionando-se 1,5 mL de agua, 3
gotas de CI2Hg, 3,0 mL do tampéao fosfato pH 7,0 0,001 M com uréia e 0,2 mL do
indicador vermelho de fenol, procedendo-se a agitando-se vagarosa e logo levou-se
em banho-maria a 37° C por 5 min. Comparou-se a cor com branco de extrato e

tampao sem uréia.

Resultados e Discussao: A partir da equacgio da regressao obtida a partir da curva
analitica padrao com BSA foi determinada a concentragao de proteinas em tampao
fosfato 0,001 M pH 7,0 como tendo 17,70 mg.mL-1; em agua, 12,02 mg.mL-1; em



glicerol 50%, 4,88 mg.mL-1 e em glicerol 60%, 4,27 mg.mL-1. O teste qualitativo da
atividade enzimatica revelou que quando em presenca do seu substrato (uréia), a
urease degradava-o produzindo aménia e consequentemente elevando o pH,
tornado-o basico. Isso péde ser observado quando colocava-se o indicador vermelho
de fenol, tornando a solucdo résea intenso. Ja na amostra padrdo sem uréia , a falta
deste substrato impossibilitou a agao da urease, conseqiientemente o pH foi mantido
na neutralidade, ficando com a coloragdo alaranjada na preseng¢a do indicador
vermelho de fenol. No teste qualitativo de inativacdo pelo calor, verificou-se a
desnaturagdo das proteinas do extrato de soja, ja que sdo termolabeis e quando
submetidas a agdo do calor desnaturam-se irreversivelmente. Tal fato pdde ser
observado através da turvagcdo do meio. Com relagdo ao teste qualitativo da
inativacdo enzimatica por metais pesados, observou-se a precipitacdao das proteinas

ao entrarem em contato com o reagente contendo metal pesado.

Conclusao: De acordo com os resultados apresentados, conclui-se que o melhor
meio para a extracao da Urease da soja foi o de reagente Biureto com agua, uma
vez que a concentragéo de proteinas foi de 17,70 mg.mL-1 . E que a enzima urease
sofreu desnaturagdo devido a utilizagdo do HNO3, turvando o meio onde se
encontrava. Também mostrou ser uma enzima termolabel, uma vez que desnaturou-
se quando submetida ao calor, do mesmo modo, sofreu precipitacdo quando em

presenca de metais pesado, como mercurio
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