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PROPRIEDADES DA TRANSCARBAMILASE DE ORNITINA
PARCIALMENTE PURIFICADA DE FOLHAS DE
FEIJOEIRO (Phaseolus vulgaris L.)

L.E. Gutierrez¥*
0.J. Crocomo*

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

Termos para indexagao: 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 1leaves 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.
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Index terms: ornithine transcarbamylase, bean,
Phaseolus vulgaris.

INTRODUGAO

A transcarbamilase de ornitina (OTC) (E.C. 2.1.3.3)
catalisa a condensacao de ornitina com carbamil-fosfato
produzindo citrulina (BROWN & COHEN, 1959). A enzima e
largamente distribuida em plantas superiores (BONE,
1959) particularmente na familia Papilionaceae
(KLEGZKOWSKI, 1957). Foi detectada a sua presenga nas
particulas mitocondriais de Phaseolus aureus (BONE, 1959)
e de Neurospora (WEISS & DAVIS, 1973).

0 ciclo da ureia (Krebs-Henseleit) e um processo
metabolico que exige a participagao de enzimas cito-
plasmaticas e mitocondriais. A existencia do ciclo da
uréia em plantas foi demonstrada por KASTING & DELWICHE
(1958) em plantulas de Citrullus vulgaris e por
SPLITTSTOESSER (1969) para Cucurbita moschata. A enzima
0TC, participante do ciclo da ureia, pode ter asuaati-
vidade alterada por diversos fatores, como estagao do
ano (SPENCER & TITUS, 1974), germinagao (KOLLOFFEL &
STROBAND, 1973), estadio de maturidade e deficiencia em
potassio, (GUTIERREZ, 1977).

Diversos procedimentos para a purificagao de OTC
de tecidos vegetais, microrganismos e plantas superio-
res foram anteriormente descritos (JOSEPH et aliz, 1963;
KLECZKOWSKI & COHEN, 1964; TAM & PATIL, 1972; SPENCER &
TITUS, 1974). O valor do pH otimo da OTC nao foi o
mesmo para os diferentes organismos utilizados como
fonte da enzima, variando de 7,3 paraPseudomonas (RAMOS
et alii, 1967) ate 8,50 para folhas de feijoeiro (TAM &
PATIL, 1972).

0 objetivo do presente trabalho foi o de purifi-
car a OTC extraida de folhas de feijoeiro e determinar
os valores de pH otimo, temperatura otima, constante
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de Michaelis para ornitina e carbamil-fosfato.

MATERIAL E METODOS

Germinagao e cultivo das plantas: sementes de
feijao (Phaseolus vulgaris L. cv. carioca) foram utili-
zados para a obtencao de plantas conforme descrito an-
teriormente por GUTIERREZ (1977).

Extracao da transcarbamilase de ornitina (0TC):as
folhas com 31 dias de maturidade foram homogeinizadas
em almofariz com silica moida na presenga de tampao
fosfato de sodio 0,1M (pH 7,2) na proporgao de 3ml/g de
peso fresco. O extrato foi filtrado em tecido e cen-
trifugado a 10.000g durante 20 minutos. O precipitado
foi descartado e o sobrenadante utilizado para  poste-
rior purificacgao.

Purificagao do extrato: foi adotada a metodolo-
gia de KLECZKOWSKI & COHEN (1964), com fracionamento
com sulfato de amonio (30-657% de saturagao) em tampao
fosfato de sodio 0,1M (pH 7,2) e tampao Tris-HCL 0,1M
(pH 7,8). A enzima parcialmente purificada foi wutili-
zada para as determlnagoes das proprledades. Todas as
operacoes de extragao e purificacao foram realizadas em
temperatura inferior a 5°C.

Ensato enzimatico: o sistema (Ilml) consistiu de
20 micromoles de L-ornitina (pH 7,8), 20 micromoles de
carbamil-fosfato de 1litio, 100 micromoles de  tampao
Tris-HCR (pH 7,8), 0,1 a 0,3 unidades da enzima e agua
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-
cifica da OTC e expressa em micromoles de citrulina for-
mada em 15 minutos e por miligrama de proteina. A ci-
trulina formada foi determinada segundo método de AR-
CHIBALD (1944) modificado por SPECTOR & JONES (1973) e
descrito por GUTIERREZ (1977).

Determinagao de proteina: a proteina foi determi-
nada segundo LOWRY et aliZ (1951) apos purificada com



114 An.ESALQ, Piracicaba, 46(parte 1):111-123, 1989

TCA a 107 e utilizando soroalbumina bovina como padrao.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Na Tabela 1 sao apresentados os dados da purifi-
cagao parcial da OTC de folhas de feijoeiro com o fra-
cionamento de sulfato de amonio. Foi obtida uma prepa-
ragao enzimatica com purificacao de cerca de 9 vezes.

Foram testados procedimentos para purificagoes mais
completas como solventes e a1terag5es no pH, mas os re-
sultados foram negativos. OQutros procedimentos como
cromatografia em DEAE-celulose e filtragao em gel de

Sephadex nao foram utilizados, porque segundo TAM e
PATIL (1972) resultariam em enzima altamente instavel,
KLECZKOWSKI & COHEN (1964) verificaram que a OTC puri-
ficada de plantulas de ervilha perdia 507 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 ate 10 minutos.

Em comparagao com preparagoes enzimaticas obtidas
de microrganismos, animais e plantas a enzima extraida
de folhas de feijoeiro no presente trabalho apresentou
algumas diferencas. A temperatura otima (Figura 2) foi
de 40°C confirmando observagoes feitas por TAM & PATIL
(1972). O valor do pH otimo foi de 7,8 (Figura 1) e &
inferior ao obtido por TAM & PATIL (1972) para folhas

de feijoeiro e por KELCZKOWSKI & COHEN (1964) para plan-

tulas de ervilha. O valor mais baixo encontrado no
presente trabalho poderia ser explicado pelo wuso do
tampao Tris, que de acordo com JOSEPH et alit (1963)

provocou redugao no pH otimo da OTC extraida de figado
de boi. Na Tabela 2 sao apresentados diversos valores
de pH Otimo para comparagao com o valor obtido no pre-
sente trabalho.

As constantes de Michaelis (km) para ornitina
(3,18mM) e carbamil-fosfato (3,93mM) foram determinadas
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pelo processo de Lineweaver-~Burk (DIXON & WEBB, 1964) e
estao representadas nas Figuras 3 e 4, respectivamente.
Esses valores podem ser comparados com OTC extraida de
outras fontes na Tabela 3. Observa-se nesta tabela um
comportamento desigual nos diversos organismos, em al-
guns casos o Km para ornitina € maior do que carbamil-
fosfato e em outros e menor.

0 valor da energia de ativagao aparente calculado
segundo metodo de Arrhenius foi de 13,12K cal/mol, pro-
ximo do obtido por BOGGESS & NAYLOR (1975) para algas.

Tabela 1. Purificagao parcial de transcarbamilase de
ornitina de folhas de feijoeiro cv. carioca
com 31 dias

Tratamento Volume Proteina Unid. Atividade
total Total = Totais Espec. Rend.

Ext. bruto

(10.000g 20") 50 91,2 18,2 0,20 100

(NH4) 280,

(30-657) pH 7,2 35 44,7 17,0 0,38 93

(NH4 ) 280,

(30-657) pH 7,8 20 15,0 15,3 1,02 84

(NH4) 250,

(25-507) pH 7,2 5 3,8 7,1 1,86 39
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Tabela 2. pH otimo de transcarbamilase de ornitina de

diversas

fontes

Fonte pH otimo Referencia

Figado de rato 7.4 a 7,8 CARAVACA & GRISOLIA
(1960)

Figado de boi 6,9 JOSEPH et alii
(1963)

Pseudomonas 7,3 a 8,8 STALON et aliti
(1967)

Macieira 7,8 a 8,6 SPENCER & TITUS
(1974)

Ervilha 8,45 KLECZKOWSKI & COHEN
(1964)

Algas 9,5 BOGGESS & NAYLOR
(1975)

Feijoeiro 8,5 TAM & PATIL (1972)

Feijoeiro 7,8 Presente trabalho

Tabela 3. Constantes de Michaelis de transcarbamilase
de ornitina de diversas fontes. Ornitina(orn.)
e Carbamil fosfato (Carb.)

Fontes Orn Carb. Referencia

Figado de boi 1,4 1,7 JOSEPH et alii (1963)

Algas 2,5 0,7 BOGGESS & NAYLOR
(1975)

Ervilha 4,7 3,9 EID et alit (1974)

Macieira pH 7,8 1,2 1,9

pH 8,6 4,8 6,0 SPENCER & TITUS

(1974)

Feijoeiro 5,0 1,7 TAM & PATIL (1972)

Feijoeiro 3,2 3,9 Presente trabalho
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Figura 1.

Efeito do pH sobre a atividade de transcarba-
milase de ornitina. Condigoes do ensaio: 0,2
unidades da enzima, 20 micromoles de ornitina,
20 micromoles de carbamil-fosfato, 100 micro-
moles de Tris-HCY e Tris-Maleato, 37°C e 15
minutos de incubagao
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Temperatura Otima de transcarbamilase de or-
nitina. Condigoes do emnsaio: 0,2-0,3 wunida-
des de enzima, 20 micromoles de carbamil-
fosfato, 20 micromoles de ornitina, 100 mi-
cromoles de Tris-HCZ pi 7,80, 15 minutos de
incubagao e temperaturas varlavels
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Efeito da concentracao de ornitina sobre a
atividade de transcarbamilase de ornitina.

Condigoes do ensaio: 0,2 unidades da enzima,
20 micromoles de carbamil-fosfato, concentra-
coes variaveis de ornitina, 100 micromoles de
Tris-HCL pH 7,80; 3,7°C e 15 minutos de  in-
cubagao
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Figura 4. Efeito da concentragao de carbamil-fosfato so-
bre a atividade de transcarbamilase de orni-
tina. Condigoes do emsaio: 0,2 unidades da
enzima, 20 micromoles de ornitina, 100 micro-
moles de Tris-HCL pH 7,80, concentragoes va-
riaveis de carbamil-fosfato, a 37°C e 15 mi-
nutos de incubagao
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CONCLUSOES

A transcarbamilase de ornitina parcialmente puri-
ficada (9 vezes) de folhas de feijoeiro apresentou pH
otimo de 7,8, temperatura otima de 40°C, constante de
Michaelis para ornitina de 3,18mM e para carbamil-fos-
fato de 3,93mM. A energia de ativacao aparente foi de
13,12 Kcal/mol.
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