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RESUMO: Transcarbamilase de ornitina (E.C. 2.1.3.3) 
extraída de folhas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L. 
cv. carioca) com 31 dias de maturidade foi parcialmente 
purificada com sulfato de amônio em pH 7,2 e 7,8. A en­
zima apresentou as seguintes propriedades: pH ótimo 7,8, 
temperatura ótima 40°C, Constante de Michaelis para or­
nitina de 3,18mM e para carbamil-fosfato de 3,93mM. 

Termos para indexação: transcarbamilase de orniti­
na, feijoeiro, Phaseolus vulgaris. 

PARTIAL PURIFICATION AND PROPERTIES OF ORNITHINE 
TRANSCARBAMYLASE FROM BEAN LEAVES 

(Phaseolus vulgaris L.) 

ABSTRACT: Ornithine transcarbamylase (E.C. 2.1.3.3) 

was extracted from leaves of bean plants (Phaseolus 

vulgaris L. cv. carioca) and partially purified by 

ammonium sulfate precipitation at pH 7,2 and 7.8. The 

enzyme preparation showed an optimum pH of 7.8 and Km of 

3.18mM for ornithine and of 3.93mM for carbamil-

phosphate. 



Index terms: ornithine transcarbamylase, bean, 
Phaseolus vulgaris. 

INTRODUÇÃO 

A transcarbamilase de ornitina (OTC) (E.C. 2.1.3.3) 
catalisa a condensação de ornitina com carbamil-fosfato 
produzindo citrulina (BROWN & COHEN, 1959). A enzima é 
largamente distribuída em plantas superiores (BONE, 

1959) particularmente na família Papilionaceae 

(KLECZKOWSKI, 1957). Foi detectada a sua presença nas 
partículas mitocondriais de Phaseolus aureus (BONE,1959) 
e de Neurospora (WEISS & DAVIS, 1973). 

0 ciclo da uréia (Krebs-Henseleit) é um processo 
metabólico que exige a participação de enzimas cito-
plasmaticas e mitocondriais. A existência do ciclo da 
uréia em plantas foi demonstrada por KASTING & DELWICHE 
(1958) em plântulas de Citrullue Vulgaris e por 
SPLITTSTOESSER (1969) para Cuaurbita mosohata. A enzima 
OTC, participante do ciclo da uréia, pode ter a sua ati­
vidade alterada por diversos fatores, como estação do 
ano (SPENCER & TITUS, 1974), germinação (KOLLOFFEL & 
STROBAND, 1973), estádio de maturidade e deficiência em 
potássio, (GUTIERREZ, 1977). 

Diversos procedimentos para a purificação de OTC 
de tecidos vegetais, microrganismos e plantas superio­
res foram anteriormente descritos (JOSEPH et alii, 1963; 
KLECZKOWSKI & COHEN, 1964; TAM & PATIL, 1972; SPENCER & 
TITUS, 1974). 0 valor do pH ótimo da OTC não foi o 
mesmo para os diferentes organismos utilizados como 

fonte da enzima, variando de 7,3 para Ps eudomonas (RAMOS 
et alii, 1967) até 8,50 para folhas de feijoeiro (TAM & 
PATIL, 1972). 

0 objetivo do presente trabalho foi o de purifi­

car a OTC extraída de folhas de feijoeiro e determinar 

os valores de pH ótimo, temperatura Ótima, constante 



de Michaelis para omitiria e carbamil-fosfato. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Germinação e cultivo das plantas: sementes de 
feijão (Phaseolus vulgaris L. cv. carioca) foram utili­
zados para a obtenção de plantas conforme descrito an­
teriormente por GUTIERREZ (1977). 

Extração da transcarbamilase de ornitina ÍOTC):as 
folhas com 31 dias de maturidade foram homogeinizadas 

em almofariz com silica moída na presença de tampão 

fosfato de sódio 0,1M (pH 7,2) na proporção de 3mJl/g de 

peso fresco. 0 extrato foi filtrado em tecido e cen­

trifugado a lO.OOOg durante 20 minutos. 0 precipitado 

foi descartado e o sobrenadante utilizado para poste­

rior purificação. 

Purificação do extrato: foi adotada a metodolo­

gia de KLECZKOWSKI & COHEN (1964), com fracionamento 

com sulfato de amônio (30-65% de saturação) em tampão 

fosfato de sódio 0,1M (pH 7,2) e tampão Tris-HC£ 0,1M 

(pH 7,8). A enzima parcialmente purificada foi utili­

zada para as determinações das propriedades. Todas as 

operações de extração e purificação foram realizadas em 

temperatura inferior a 5°C. 

Ensaio enzimático: o sistema (lm£) consistiu de 

20 micromoles de L-ornitina (pH 7,8), 20 micromoles de 

carbamil-fosfato de lítio, 100 micromoles de tampão 

Tris-HCÍ. (pH 7,8), 0,1 a 0,3 unidades da enzima e água 

desmineralizada para completar volume. Uma unidade da 

enzima foi definida como a quantidade que sintetiza 1 

micromol de citrulina em 15 minutos. A atividade espe­

cífica da OTC é expressa em micromoles de citrulina for­

mada em 15 minutos e por miligrama de proteína. A ci­

trulina formada foi determinada segundo método de AR­

CHIBALD (1944) modificado por SPECTOR & JONES (1973) e 

descrito por GUTIERREZ (1977). 

Determinação de proteína: a proteína foi determi­

nada segundo L0WR v et alii (1951) após purificada com 



TCA a 10% e utilizando soroalbumina bovina como padrão. 

R E S U L T A D O S E D I S C U S S Ã O 

Na Tabela 1 sao apresentados os dados da purifi­

cação parcial da OTC de folhas de feijoeiro com o fra-

cionamento de sulfato de amonio. Foi obtida uma prepa­

ração enzimãtica com purificação de cerca de 9 vezes. 

Foram testados procedimentos para purificações mais 

completas como solventes e alterações no pH, mas os re­

sultados foram negativos. Outros procedimentos como 

cromatografia em DEAE-celulose e filtraçao em gel de 

Sephadex não foram utilizados, porque segundo TAM e 

PATIL (1972) resultariam em enzima altamente instável. 

KLECZKOWSKI & COHEN (1964) verificaram que a OTC puri­

ficada de plântulas de ervilha perdia 50% da atividade 

em dois minutos quando incubada a 37°C, enquanto a en­

zima parcialmente purificada de folhas de feijoeiro re-

tinha atividade a 37°C durante 60 minutos (TAM & PATIL, 

1972). Nos ensaios do presente trabalho nao houve per­

da da atividade a 37°C em até 10 minutos. 

Em comparação com preparações enzimãticas obtidas 

de microrganismos, animais e plantas a enzima extraída 

de folhas de feijoeiro no presente trabalho apresentou 

algumas diferenças. A temperatura ótima (Figura 2) foi 

de 40°C confirmando observações feitas por TAM & PATIL 

(1972). 0 valor do pH ótimo foi de 7,8 (Figura 1) e é 

inferior ao obtido por TAM & PATIL (1972) para folhas 

de feijoeiro e por KELCZKOWSKI & COHEN (1964) para plân­

tulas de ervilha. 0 valor mais baixo encontrado no 

presente trabalho poderia ser explicado pelo uso do 

tampão Tris, que de acordo com JOSEPH et alii (1963) 

provocou redução no pH ótimo da OTC extraída de fígado 

de boi. Na Tabela 2 são apresentados diversos valores 

de pH ótimo para comparação com o valor obtido no pre­

sente trabalho. 

As constantes de Michaelis (km) para ornitina 

(3,18mM) e carbamil-fosfato (3,93mM) foram determinadas 



pelo processo de Lineweaver-Burk (DIXON & WEBB, 1964) e 

estão representadas nas Figuras 3 e 4, respectivamente. 

Esses valores podem ser comparados com OTC extraída de 

outras fontes na Tabela 3. Observa-se nesta tabela um 

comportamento desigual nos diversos organismos, em al­

guns casos o Km para ornitina i maior do que carbamil-

fosfato e em outros é menor. 

0 valor da energia de ativação aparente calculado 

segundo método de Arrhenius foi de 13,12K cal/mol, pro­

ximo do obtido por BOGGESS & NAYLOR (1975) para algas. 













CONCLUSÕES 

A transcarbamilase de ornitina parcialmente puri­

ficada (9 vezes) de folhas de feijoeiro apresentou pH 

ótimo de 7,8, temperatura ótima de 40°C, constante de 

Michaelis para ornitina de 3,18mM e para carbamil-fos¬ 

fato de 3,93mM. A energia de ativação aparente foi de 

13,12 Kcal/mol. 
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