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ABSTRACT 
Urease enzyme (EC 3.5.1.5) is wide-spread enzyme at plants, moreover, is also presented at 

number of eukaryotic microorganisms and bacteria. In addition its presence at higher animals 

has not proved. Urease plays a key role in catalysis of urea degradation with carbon dioxide 

and ammonia production. It was ascertained that urease has absolute substrate specifity, 

which means that it can hydrolyse urea only and does not react with any other compound. In 

our work we primarily studied basic electrochemical behaviour of urease by different 

electrochemical techniques on mercury but also on carbon electrode. Mostly we focused on 

study of urease catalytic signals unexamined up to now, in the concrete on study of Brdička 

procedure and peak H. At Brdička procedure, signals offered by cobalt salt (Co(NH3)6Cl3), 

which is component of basic electrolyte, change. Peak H is a signal that appeared during 

hydrogen electrodeposition curve at very negative potentials (about –1.7 V). These catalytic 

signals depend on quantity and also properties of the attendant protein. Furthermore we 

studied the urease modified mercury electrode. 
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ABSTRAKT 
Enzym ureáza (EC 3.5.1.5, močovina amidohydroláza) je obecně rozšířeným enzymem u 

rostlin a je také přítomna u řady eukaryotických mikroorganismů a baktérií. U vyšších 

živočichů nebyla přítomnost ureázy prokázána. Ureáza hraje klíčovou roli v katalýze rozkladu 

močoviny za vzniku oxidu uhličitého a amoniaku. Bylo zjištěno, že vykazuje absolutní 

substrátovou specifitu, což znamená, že hydrolyzuje pouze močovinu a nereaguje s žádnou 

jinou sloučeninou. V naší práci jsme nejdříve studovali základní elektrochemické chování 

ureázy pomocí rozdílných elektrochemických technik na rtuťové, ale také uhlíkové elektrodě. 



Nejvíce jsme se zaměřili na studium dosud nezkoumaných katalytických signálů ureasy, 

konkrétně na studium Brdičkovy reakce a píku H. Při Brdičkově reakci se v přítomnosti 

proteinu mění signály poskytované kobaltnatou solí (Co(NH3)6Cl3), která je součástí 

základního elektrolytu. Pík H je signál, který se objevuje na křivce vylučování vodíku při 

velmi negativních potenciálech (okolo –1,7 V). Tyto katalytické signály jsou závislé jednak 

na množství, ale i na vlastnostech přítomného proteinu. Dále jsme studovali ureásou 

modifikovanou rtuťovou elektrodu. 

Klíčová slova: ureáza, elektrochemické metody, katalytické signály, Brdičkova reakce, pík H 

ÚVOD 
V roce 1926 byl izolován enzym z Cannavalia enzyformis (Fabacae) štěpící močovinu 

na amoniak a oxid uhličitý a byl označen jako ureáza1. 

C=O
NH2

NH2

+ OH2 NH3 + CO22

 

Později se podařilo prokázat, že enzym ureáza (EC 3.5.1.5, močovina amidohydroláza) 

je obecně rozšířeným enzymem u rostlin a je také přítomna u řady eukaryotických 

mikroorganismů a baktérií2. U vyšších živočichů nebyla dosud přítomnost ureázy prokázána. 

Nejvyšší aktivita ureázy byla pozorována v zárodečných  rostlinných pletivech, a to 

především v semenech řady druhů z rodu Fabaceae a Curcubitaceae 3. U vyvíjejících embryí 

byl popsán vysoce aktivní izoenzym ureázy. Bylo zjištěno, že  enzym vykazuje absolutní 

substrátovou specifitu, což znamená, že hydrolyzuje pouze močovinu a nereaguje s žádnou 

jinou strukturně podobnou sloučeninou4,5. 

Je dobře známo, že baktérie mají výraznou ureázou aktivitu, což se u řady z nich 

využívá pro jejich identifikaci. Nedávno se však podařilo prokázat, že baktérie rodu 

Helicobacter pylori (způsobuje záněty žaludku a vyvolává vznik žaludečních vředů) lze velmi 

dobře diagnostikovat podle množství aktivní ureázy6-11.  

Z tohoto důvodu je potřebné hledat vhodné nástroje pro rychlou analýzu ureázy. 

Většina metod stanovení pro stanovení ureázy je založena na studiu její enzymové aktivity12. 

Přímé stanovení proteinu je však obtížné. V nedávné době byly uveřejněny práce, které 

umožňují vysoce senzitivní stanovení proteinů pomocí elektrochemických technik13-21.   

Cílem této práce bylo analyzovat enzym ureázu pomocí elektroanalytických technik a  

studovat vliv niklu na změnu elektrochemické odpovědi enzymu. 



MATERIÁL A METODY 

Chemikálie 

Ureáza EC 3.5.1.5 (Jack Beans, type III; 45 000 jednotek/g) byla zakoupena od Sigma 

Aldrich (St. Louis, USA). Zásobní roztoky standardu ureázy v koncentraci 1 mg.ml-1 byly 

připravovány pomocí ACS vody (Sigma-Aldrich, USA) a uchovávány ve tmě při 4 °C. 

Pracovní standardní roztoky byly připravovány denně ředěním roztoků zásobních. Všechny 

další použité sloučeniny byly čistoty ACS dodané firmou Sigma Aldrich Chemical Corp. 

(USA). Roztoky byly připraveny v deionizované vodě stejného výrobce a téže čistoty.  

Hodnoty pH byly měřeny pomocí WTW inoLab Level 3 pH metrem (Weilheim, 

Germany), který byl propojen s osobním počítačem a řízen programem (MultiLab Pilot; 

Weilheim, Germany). pH-elektroda (SenTix- H, pH 0–14/3M KCl) byla pravidelně 

kalibrována sadou WTW pufrů (Weilheim, Germany). 

 
Elektrochemická analýza 

Elektrochemické měření bylo prováděno na AUTOLABu (EcoChemie, Holandsko) ve 

spojení s VA-Stand 663 (Metrohm, Švýcarsko). Byl použit tříelektrodový systém, který se 

skládal z visící rtuťové kapkové elektrody (HMDE) jako pracovní elektrody s plochou 0.4 

mm2, Ag/AgCl/3 mol.l-1 KCl elektrody jako referenční elektrody a platinového drátku jako 

pomocné elektrody. GPES software (EcoChemie, Holandsko) byl aplikován na zpracování 

hrubých dat za použití úrovně 4 Savitzky and Golay filtru. Analyzované vzorky byly 

deoxygenovány pro měření pomocí probublávání argonem (99.999%) nasyceného vodou po 

120 s. Všechny experimenty byly prováděny při pokojové teplotě. DPV parametry pro 

analýzu ureázy: počáteční potenciál –0,9 V, konečný potenciál –0,3 V, modulační čas 0,057 s, 

časový interval 0,2 s, potenciálový krok 1,05 mV/s, modulační amplituda 25 mV. 

 

Adsorpční přenosová rozpouštěcí (AdTS) diferenční pulzní voltametrie (DPV) ureázy 

Ureáza byla detekována pomocí AdTS DPV. Základním elektrolytem byl 0,2 M 

acetátový pufr, pH 5,0. DPV parametry byly následující: počáteční potenciál –0,9 V, konečný 

potenciál –0,3 V, modulační čas 0,057 s, časový interval 0,2 s, potenciálový krok 1,05 mV/s, 

modulační amplituda 25 mV. 

 

 

 

 



VÝSLEDKY A DISKUSE 
 Enzym ureáza se skládá z 840 aminokyselinových zbytků a molekulová hmotnost je 

větší než 90 kDa (označení podle databáze expasy-P07374). Strukturní model ureázy je 

ukázán na schématu 1. 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma 1: Strukturní mode
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Obr. 1: DPV  voltamogram

 

Vliv pH na DPV signál ure

Z důvodu získání 

změny výšky signálu ure

pozorované DPV odezvy 

ureázy dramaticky klesá 
l ureasy z Canavalia ensiformis22. 

zym ureázu pomocí diferenční pulzní voltametrie na rtuťové 

ejdříve bylo studováno základní elektrochemické chování ureázy v 

olytu (acetátový pufr). Na obrázku je ukázán signál ureázy (500 

elektrochemický signál při potenciálu kolem –0.55 V. Pozorovaný 

vídá sloučenině proteinu se rtutí (obrázek 1).  
-0.70       –0.50       –0.30      0.0

Potenciál (V)

-0.70       –0.50       –0.30      0.0

Potenciál (V)

 ureázy v 0.2 M acetátovém pufru (500 mg/ml) 

ázy 

co největší elektrochemické odpovědi, byla studována závislost 

ázy na změně pH acetátového pufru. Zjistili jsme, že nejvyšší 

byly pozorovány v rozmezí pH 4,8 až 5,8. Poté studovaný signál 

a ureázový pík se posouvá do negativnějších potenciálů kolem 



potenciálu –0.6 V (Obrázek 2). Předpokládáme, že pozorované změny mohou pravděpodobně 

souviset se změnou struktury ureázy. 
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Obr. 3: Závislost 
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koncentračním rozsahu (100 – 1 µg/ml) je pozorovaná závislost lineární (y = 16.79x + 

0.0533; R2 = 0.9994). Ze získaných experimentálních dat byl určen limit detekce jako 3S/N 

250 ng/ml. 
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 Pro dobrou analýzu bylo znovu nezbytné zaznamenat chování ureázy v závislosti na 

době akumulace a koncentraci. Závislost na době akumulace měla tvar Langmuierovské 

izotermy a maximální proudová odpověď byla pozorována při době akumulace 30 s (obrázek 

6). Potenciál píku se posouval směrem k pozitivnějším potenciálům. Při 30 s době akumulace 

ureázy na povrch pracovní elektrody jsme studovali změny signálu  na koncentraci. Získaná 

závislost byla také nelineární, ale v rozsahu (100 – 1 µg/ml) je pozorovaná závislost lineární 

se směrnicí přímky; y = 17.407x + 0.0452; R2 = 0.9985. Limit detekce byl určen jako 3S/N 

200 ng/ml. 
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Obr. 6: Závislost AdTS DPV signálu ureázy na době akumulace (500 µg/ml) 

 

Vliv niklu na stanovení ureázy 

Enzym ureáza je závislý na přítomnosti niklu. Do struktury ureázy jsou vždy vázány 

dva atomy niklu. Zajímalo nás jak bude přítomnost niklu ovlivňovat stanovení ureázy. 

Nejdříve byla přidána konstantní koncentrace niklu (100 ng/ml). Sledovali jsme změny 

v DPV signálech ureázy v závislosti na její koncentraci. Na voltamogramech je možné 

pozorovat další signály, které pravděpodobně odpovídají komplexům ureázy  s atomy niklu.  

Z tohoto důvodu jsme dále studovali vliv měnící se koncentrace niklu na signál ureázy. Se 

vzrůstající koncentrací niklu se objevují další dva signály komplexu urázy s niklem. 

Pozorovali jsme, že s narůstající koncentrací niklu se DPV signál ureázy posouvá směrem 

k negativnějším potenciálům o více jako 50 mV (obrázek 7). 
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Obr. 7: Závislost pozice AdTS DPV signálu ureázy [V] na koncentraci přidaného niklu 

[ng/ml]. 

 

ZÁVĚR 
 Analýza proteinů a peptidů představuje v současné době velmi intenzivně a rychle se 

rozvíjející obor analytické biochemie. Významný nástroj pro detekci proteinů a peptidů 

představují elektroanalytické techniky umožňující vysoce senzitivní detekci. V naší práci jsme 

optimalizovali stanovení enzymu ureázy, která se vyskytuje nejen u rostlin, ale je přítomen i u 

řady bakterií a způsobuje závažná onemocnění. 
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