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RESUMO: A precipitacdo de carbonato
de calcio por urease é uma tecnologia de
baixo impacto ambiental que vem ganhando
atencdo na area de engenharia nas Ultimas
décadas, sendo utilizadas bactérias ou
vegetais para a obtencdo de um produto
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biocimentante para a geotecnia ou na fabricagcdo de materiais sustentaveis como substituto
de aglomerantes ndo renovaveis. A enzima urease, presente na soja (Glycine Max L.), catalisa
a hidrolise de ureia levando a produgéo de carbonato de calcio, que age como ligante das
particulas do solo ou outro material inerte. Diversas pesquisas utilizaram a soja para extragéo
enzimdtica, no entanto, a melhor forma de obtencao do extrato de soja ainda ndo esta clara
na literatura, a partir disso, objetivou-se avaliar a atividade urease a partir de gréos de soja
com e sem etanol. Foram obtidos um extrato de soja (ES) com agua destilada e outro com
etanol a 20% (ESE), ambos com 100g de soja por litro. Foram avaliados a atividade urease
(AU), o pH e a condutividade elétrica dos extratos na presencga de distintas concentragées de
ureia. Os resultados demonstraram que a AU dos extratos foi de 25,72 e 21,69 mM/min para
o ES e o ESE, respectivamente. Valores acima dos encontrados na literatura, no entanto,
o etanol ndo demonstrou melhorar a atividade enzimatica. O pH mostrou alteracéo tipica e
uma tendéncia de estabilizagdo, confirmando a atividade urease de ambos os extratos, e
a condutividade elétrica confirmou que o etanol ndo melhorou o desempenho da solugéo.
A concentragdo de ureia que obteve a maior condutividade elétrica foi de 0,2 mol/L para o
ES. As avaliagbes de atividade urease séo estudos prévios de grande importancia para a
viabilidade da obten¢&o de um produto cimentante sustentavel para aplicacéo na engenharia.
PALAVRAS-CHAVE: enzima urease, Glycine Max L., precipitacdo de carbonato de calcio,
biocimento sustentavel.

EVALUATION OF UREASE ACTIVITY TO OBTAIN A BIOCEMENT PRODUCT
FOR CIVIL CONSTRUCTION FROM SOYBEAN

ABSTRACT: The precipitation of calcium carbonate by urease is a technology of low
environmental impact that has been gaining attention in the engineering area in recent
decades, being used bacteria or plants to obtain a biocement product for geotechnics or in the
manufacture of sustainable materials as a substitute for non-renewable binders. The enzyme
urease, present in soybeans (Glycine Max), catalyzes the hydrolysis of urea, leading to the
production of calcium carbonate, which acts as a binder for soil particles or other inert material.
Several studies have used soybean for enzymatic extraction, however, the best way to obtain
soybean extract is still not clear in the literature, from this, the objective was to evaluate the
urease activity from soybeans with and without ethanol. A soybean extract (SE) was obtained
with distilled water and another with 20% ethanol (ESE), both with 100g of soybean per liter.
The urease activity (UA), pH and electrical conductivity of the extracts were evaluated in the
presence of different concentrations of urea. The results showed that the AU of the extracts
was 25.72 and 21.69 mM/min for SE and ESE, respectively. Values above those found in the
literature, however, ethanol has not been shown to improve enzymatic activity. The pH showed
a typical change and a stabilization trend, confirming the urease activity of both extracts, and
the electrical conductivity confirmed that the ethanol did not improve the performance of the
solution. The concentration of urea that obtained the highest electrical conductivity was 0.2
mol/L for SE. Urease activity evaluations are preliminary studies of great importance for the
feasibility of obtaining a sustainable cement product for application in engineering.
KEYWORDS: enzyme urease, Glycine Max L., calcium carbonate precipitation, sustainable
biocement.
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INTRODUCAO

Embora essencial para o desenvolvimento socioeconédmico em ambito mundial, a
industria cimenticia & conhecida por causar um grande impacto ambiental, tanto na grande
geracéo de residuos sélidos como na emissao de gases de efeito estufa. A partir disso, tem-
se buscado com mais intensidade novas tecnologias que reduzam esse impacto, mantendo
qualidade e eficiéncia dos produtos. A precipitacdo de carbonato de calcio por enzimas
urease € uma dessas tecnologias que vem ganhando atencdo na area de engenharia
nas Ultimas décadas para substituir muitas préaticas da engenharia civil, devido as suas
caracteristicas ecologicas (Aishwarya; Juneja, 2024).

Bactérias e vegetais podem ser utilizados visando a precipitacdo de carbonato de
calcio na geotecnia para estabilizacdo de solos ou unindo materiais inertes, como areia
(Dagliya et al., 2023), agindo como um biocimentante (Gao et al., 2019). Presente em
leguminosas, como a soja (Glycine Max L.), a enzima urease catalisa a hidrélise de ureia
nos poros de materiais como o solo, levando a producgéo de carbonato de célcio, que age
como ligante dessas particulas (Cuccurullo et al., 2022).

A soja amarela é interessante para a precipitacdo de carbonato de célcio néo
somente por ser abundante em urease, mas também por ser uma leguminosa barata
(Lee; Kim, 2020). Shu et al. (2022) afirmam que o extrato bruto de urease de soja é uma
alternativa econOmica e mais eficiente a enzima purificada e as bactérias produtoras
de urease, e pode ser utilizado para precipitagcdo de calcita no melhoramento de solos
arenosos. A urease de soja demonstrou ter capacidade de reparar materiais cimenticios
danificados, como concreto, e particulas de cimento soltas, sem necessidade de recorrer
ao cimento (Fan et al., 2022).

A enzima urease, presente na soja, catalisa a reacao de hidrélise de ureia e forma
ions amoénio (NH,*) e ions carbonato (CO,*) como produto final, conforme equagéo 1. Por
sua vez, o carbonato, na presenca de ions de calcio, forma o carbonato de célcio que se
precipita (Equagéo 2) no material hospedeiro.

CO(NH,), + 2H,0 - 2NH,* + CO,* €Y

Ca** + CO,* — CaCo, (2)

Diversas pesquisas utilizaram a soja para extrag@o da enzima urease (Cuccurullo et
al., 2022; Gao et al., 2020, 2019; He et al., 2022a, 2022b; Shu et al., 2022), fabricacéo de
um produto biocimentante ou estabilizante de solos (Lai et al., 2023; Lee; Kim, 2020; Yu;
Xu, 2024; Zhang et al., 2023) e diques (He et al., 2022a), com variaveis formas de extracéo
e purificagdo quimica, como o uso do etanol (Lai et al., 2023; Weng et al., 2024; Xu et al.,
2023; 2024).

De acordo com Zhang et al. (2023), como obter o melhor efeito de tratamento a
partir da urease por soja ainda nao esta claro na literatura. Tendo isso em vista, objetivou-
se avaliar a atividade urease a partir de graos de soja (Glycine Max L.) com e sem etanol
para purificagdo da solucéo.
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METODOLOGIA

Para avaliagcéo da atividade urease da soja (Glycine Max L.), foi seguido o seguinte
processo de obtencéo dos extratos, conforme Figura 1.

- : Agitagao com
Soja in Secagem Moagem \ Peneira \ £ . = Extratos
natura a 30°C dos gréos -~ <0.25mm agtL;qu Gz TiEE e ES e ESE

Figura 1: Fluxograma do processo em escala laboratorial para obtengé@o dos extratos de soja bruto (ES)
e extrato de soja bruto com etanol (ESE).

Os gréos foram secos em estufa a 30°C até remocao completa de umidade, moidos
mecanicamente em liquidificador, o material foi peneirado em dimensdes méximas de
0,25mm. O p6, em concentracdo de 100 g/L —citado na literatura como melhor concentracéo
para extracdo (Zhang et al., 2023) - foi entdo utilizado para duas formas de extracao sob
agitacdo constante: uma em meio aquoso somente com agua destilada, chamado de
extrato de soja (ES) e outra com agua destilada e 20% de etanol, chamado de extrato de
soja com etanol (ESE). Posteriormente, os extratos foram centrifugados a 3.600 rpm por 15
min, e o sobrenadante foi utilizado.

Para avaliacdo da atividade urease (AU), foram seguidos os procedimentos
desenvolvidos por Whiffin et al. (2007), método amplamente aplicado na literatura (Cao
et al., 2024; He et al., 2022a, 2022b; Shu et al., 2022). Para isso, mediu-se a variagdo da
condutividade elétrica, em um determinado tempo (min) na mistura de cada extrato com
solucdo de 1.11M de ureia na razédo de 1:9 (extrato:solucdo). O monitoramento se deu por
5 min (Fan et al., 2022) e a AU foi obtida através da seguinte equacgéao:

UA (mM/min) = 11.1 X 10 X Rc 0

Onde Rc é a taxa de variacdo de condutividade elétrica por minuto; 11.1 é a
conversao do coeficiente Rc e a UA, onde 1 mS/min de Rc corresponde a 11 mM/min de
UA, e 10 é a taxa de diluicao da solugéo preparada.

Posteriormente, analisou-se o pH e a condutividade elétrica conforme o tempo (min)
dos extratos brutos ES e ESE na concentragéo de 100g L' em tubos de ensaio (40 mL) com
adicdo de ureia (60.07 g mol') sob diversas concentracdes finais (0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25;
0,3 mol L"). Todas as andlises foram realizadas em triplicata.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade Urease

Os resultados de AU dos extratos ES e ESE foram 25,72 + 1,27 (mM/min) e 21,69 =
0,9 (mM/min), respectivamente, conforme Tabela 1.

AU/g de soja

Referéncias Atividade Urease (AU) (mM/min) (mMWureia/min/g)
Concentracao de soja (g/L) 25 40 100 10-200 -

ES (pesquisa atual) 25,72 £1,27 0,26

ESE (pesquisa atual) 21,69 +0,9 0,22

ES (He et al., 2022a) 4,4 2,2a24,9

ES (He et al., 2022b) 13-14 0,13

Cao et al. (2024) 5,2

Tabela 1. Atividade urease comparada a literatura

De acordo com a literatura, He et al. (2022a) obtiveram AU de 4.4 mmol L' min"' com
a concentracdo de 25¢g/L de extrato de soja. J& no extrato com concentracbes entre 10-
200g/L a AU variou de 2.2 a 24.9 mM ureia/min, e entre 13 e 14 para 100g/L, na pesquisa
de He et al. (2022b). Os autores afirmam que a relagéo entre a AU e a concentragéo da
soja € aproximadamente linear. Cao et al. (2024) encontraram AU de 5,2 mM/min para
40g/L soja.

Considerando a AU por g de soja dos extratos (Tabela 1), a presente pesquisa
apresentou 0,26 e 0,22 mM ureia/min por g de soja, para os extratos ES e ESE,
respectivamente. Valores acima de aproximadamente 0,13 mM ureia/min por g de soja do
estudo de He et al. (2022b).

pH versus tempo dos extratos brutos ES e ESE

A reacéo de precipitacdo de CaCO3 é uma reacéo pH-dependente forte, onde o
aumento da concentragéo de CO,? ocorre sob condigGes alcalinas (Achal; Pan, 2014).
Quando a enzima urease entra em contato com a solugéo de ureia, os ions amdnio iniciam
a reagdo como aménia (NH3), no entanto quando reage com a agua, libera ions hidroxila
(OH-), tornando o pH mais alcalino, ou seja, aumentando o pH da solugao (Hommel et al.,
2020). Portanto, a analise de pH na avaliagdo da atividade urease é de grande importancia,
pois demonstra que houve atividade, em maior ou menor grau.

Na Figura 2 é possivel observar a elevagéo do pH com o tempo, atingindo estabilidade
a partir de 100 min, confirmando a atividade urease. O ESE manteve um pH final levemente
superior ao ES, no entanto sem diferenca significativa. O pH inicial das solugdes foi entre 6
e 7 (Figura 2), intervalo dentro do estabelecido pela literatura para melhores resultados de
atividade urease (Fan et al., 2022; Shu et al., 2022).
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—e—0.05 mol/L (ES)
—+—0.1 mol/L (ES)
0.15 mol/L (ES)
~+—0.2 mol/L (ES)
—+—0.25 mol/L (ES)
——0.3 mol/L (ES)
—+—0.05 mol/L (ESE)
—+—0.1 mol/L (ESE)
0.15 mol/L (ESE)

—+—0.2 mol/L (ESE)
0.1 1 10 100 1000 —+—0.25 mol/L (ESE)
A Tempo (min) —+—0.3 mol/L (ESE)

Figura 2: Grafico com os resultados de pH versus tempo de ES e ESE sob diferentes concentracdes de
ureia.

3.3 Condutividade Elétrica versus tempo sob diferentes concentragoes de
ureia

Com relacdo a condutividade elétrica das amostras, observa-se claramente na
Figura 3, que o extrato sem etanol (ES) atingiu os maiores valores de condutividade, ao
tempo préximo dos 100 min, comparando as solugées com ESE.

20.00

_ —e—0.05 mol/L (ES)
E 18.00 —e—0.1 mol/L (ES)
¢ 16.00 0.15 mol/L (ES)
£ 1400
o —eo—0.2 mol/L (ES)
£ 12,00 —e—0.25 mollL (ES)
3 10.00 —e—0.3 mol/L (ES)
E 8.00 —+—0.05 mol/L (ESE)
g 600 —+—0.1 mol/L (ESE)
5 400 ¢ : 0.15 mol/L (ESE)
S 200 —+—0.2 mol/L (ESE)
© 0.00 . 1 0 100 1000 —+—0.25 mol/L (ESE)
Tempo (min) ——0.3 mol/L (ESE)

Figura 3: Gréafico com os resultados de condutividade elétrica versus tempo de ES e ESE sob
diferentes concentracdes de ureia.

A extragdo com 20% de etanol (ESE) obteve uma AU menor do que o extrato sem
etanol (ES), além de menor condutividade elétrica (Figura 3). O que permite concluir que o
etanol ndo demonstrou melhorar a solugéo urease, como foi o caso do estudo de Lai et al.
(2023), os quais obtiveram melhor desempenho com etanol no extrato.
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Ainda na Figura 3, observa-se que a melhor concentracao de ureia para o ESE foi de
0,25 mol/L e para o ES foi de 0,2 mol/L, o que corrobora com a literatura (Gao et al., 2020,
2019). Gao et al. (2020, 2019) na avaliagédo do extrato de soja com 40 e 130g/L, utilizaram
as concentragbes de 0,1; 0,2; 0,4; e 1,0 mol/L de ureia e CaCl,, e o melhor resultado foi com
0,2 mol/L. Ja, na pesquisa de Cuccurullo et al. (2022), o extrato com 100g/L demonstrou
melhor condutividade elétrica na concentragcéo de 2,5 mol/L de ureia.

CONCLUSOES

As avaliagdes de atividade urease séo de grande importancia para estudos prévios
de viabilidade de obtencdo de um produto biocimentante para aplicacdo na construcéo
civil. Os resultados demonstraram que o uso de etanol na extragdo da enzima urease nao
foi efetivo na condutividade elétrica e na atividade urease calculada, ao mesmo tempo em
que a concentracdo de ureia para a atividade enzimética foi de 0,2 mol/L com 100 g/L de
soja em po.

Futuras pesquisas podem ser continuadas com aplica¢do da solugao biocimentante
em materiais como solo para estabilizacdo do mesmo, areia, residuos inertes e outros
hospedeiros para fabricacdo de produtos sem cimento Portland, reduzindo o impacto
ambiental da construcéo civil.
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