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Ureaza - jak nasz mocz pomaga rosnac roslinom

Hydroliza mocznika przez ureaze z ziaren soi

Cel

Wykrywanie aktywnosci ureazy — enzymu, ktéry rozktada mocznik do
amoniaku i dwutlenku wegla.

Wstep

Ureaza (oznaczenie w miedzynarodowej klasyfikacji enzyméw 1.U.B
3.2.1.81) to enzym, ktéry rozktada mocznik. W wyniku tej reakcji powstaje
amoniak i dwutlenek wegla.

CO(NH,), + H,0 —2NH, + CO,

Ureaza z nasion soi rozktada mocznik do amoniaku i dwutlenku wegla.
Amoniak charakterystycznie pachnie, a rozpuszczone jony amonowe
podnosza pH mieszaniny. Zmiana pH powoduje zmiane zabarwienia
roztworu.

Czas i organizacja pracy

Doswiadczenie mozna wykonaé podczas jednej lekcji z cata klasa.
Proponujemy wykonywanie doswiadczenia w parach (lub kilkuosobowych
grupkach).

Prace mozna podzieli¢ na trzy etapy:

Etap wstepny: przygotowanie zawiesiny z ziaren soi oraz wywaru z
czerwonej kapusty, nauczyciel moze je wykona¢ przed lekcja lub podczas
lekcji jako pokaz dla catej klasy. Czas: 10 minut. UWAGA: Co najmniej
godzine przed tym etapem trzeba namoczy¢ ziarna soi

Etap 1. doswiadczenia: Wywar z czerwonej kapusty jako wskaznik pH,
doswiadczenie wykonuja pary. Czas: 10 minut.

Etap 2. doSwiadczenia: Dziatanie ureazy z nasion soi na mocznik,
doswiadczenie wykonuja pary. Czas: 10 minut

Wczesniejsza wiedza uczestnikoéw

1007 ‘605-505°dd 8A "|01g19N11S 1BN "B 32 “D-"N ‘BH

Pojecia: pH, enzym, mocznik
Sugerowany wiek uczestnikéw: 14 - 16 lat, doswiadczenie dostepne od
12 lat. Struktura ureazy [1e9z.pdb]
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Przebieg doSwiadczenia

W zaleznosci od wieku uczestnikéw, czasu, dostepnych srodkéw itp.
w czesSci przygotowawczej doSwiadczenia moga bra¢ udziat wszyscy
uczestnicy, lub osoba prowadzaca zajecia moze wykonac jg sama.
Podana objetosé ptynédw dotyczy szklanych probéwek. W razie korzystania
z innych naczyn objetos¢ trzeba dostosowac i przeliczy¢.

Etap wstepny

UWAGA: Najpézniej godzine przed doswiadczeniem namocz soje
(odpowiednig ilos¢ soi zalej woda).

Czynnosci wstepne nauczyciel moze wykona¢ przed lekcja, lub podczas
lekcji, jako pokaz dla catej klasy.

1  Przygotuj soje - namoczong soje zmiksuj z ok. 200 ml wody (moze
to by ta sama woda, w ktdrej soja sie moczyta). Umiesc filtr do
kawy w lejku, a lejek w naczyniu na roztwér soi. Zmiksowane nasiona
przetdz na filtr i zbierz przesaczony ptyn. Jedna para wykorzysta
okoto 10 ml przesgczonego roztworu.

2 Przygotuj wskaznik pH - pokréj 3 duze liscie czerwonej kapusty na
paski (1-2 cm szerokosci), umieS¢ w naczyniu odpornym na wrzatek
i zalej ok. 500 ml (2-3 szklanki) goracej wody. Liscie powinny by¢
catkowicie zanurzone. Po 5 min. odlej wywar do naczynia na wskaz-
nik pH. Kazda para potrzebuje ok. 40 ml. Wywar mogg tez przygo-
towywac uczniowie w parach. Proporcje na pare: 1 niewielki lis¢
kapusty + pét szklanki wrzatku.

3 Przygotuj roztwér substancji o niskim pH - do naczynia wsyp 2 ty-
zeczki kwasku cytrynowego, dolej ok. 100 ml (ok. ¥2 szklanki) wody,
rozmieszaj. Kazda para potrzebuje ok. 5 ml roztworu.

4 Przygotuj roztwor substancji o wysokim pH - do naczynia wsyp 2
tyzeczki sody oczyszczonej, dolej ok. 100 ml (ok. ¥ szklanki) wody.
Postaraj sie wymieszac tak, by rozpuscito sie jak najwiecej substanciji.
Kazda para potrzebuje ok. 5 ml roztworu.

5  Przygotuj roztwdr mocznika - 10 tyzeczek nawozu mocznikowego
(30 g) zalej woda do objetosci 300 ml (ok. duzy kubek) i wymieszaj,
az do rozpuszczenia. Kazda para potrzebuje okoto 20 ml.

Fig. 1 Fig. 2 Fig. 3
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Fig. 4 Fig. 5 Fig. 6

Etap 1. doswiadczenia - demonstracja dziatania wywaru z
czerwonej kapusty

1  Podpisz 3 probéwki ,,K” (odczyn kwasny), ,,Z” (odczyn zasadowy),
»0” (bez dodatkéw) — naklej naklejki lub podpisz flamastrem.

2 Do wszystkich 3 probéwek nalej do 1/3 wysokosci wywaru z czer-
wonej kapusty.

3 Do probéwki oznaczonej ,,K” dodawaj zakraplaczem lub stomka

po kropli roztworu kwasku cytrynowego — obserwuj zmiane
koloru.

4 Do probéwki oznaczonej ,,Z” dodawaj po kropli roztworu sody
oczyszczonej — obserwuj zmiane koloru.

5  Poréwnaj barwy roztworéw we wszystkich 3 probéwkach.

Etap 2. doSwiadczenia - dziatanie ureazy z nasion soi na
mocznik

1  Podpisz 3 probéwki: ,,M” (mocznik), ,,U” (ureaza z soi), ,M+U”
(mocznik i ureaza z soi) — naklej naklejki lub podpisz flamastrem.

2 Do wszystkich trzech probéwek nalej wywaru z czerwonej kapu-
sty - do 1/5 wysokosci probowki.

3 Do probéwek ,M”, ,M+U” nalej roztworu mocznika — do 2/5 wy-
sokosci probéwki. Zaobserwuj barwe — jakie jest pH roztworu
mocznika?

4 Do probéwek ,U” i ,,M+U” dodaj zawiesiny soi — tyle samo, co
mocznika lub nieco mniej.

5  Poréwnaj zabarwienie i zapach roztworéw w naczyniach
»2M+U”, Ui M”.

6  Poczekaj 3 minuty i poréwnaj je z probéwkami ,K”, ,Z2”i,0” z
poprzedniej czeSci doswiadczenia.
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Fig. 7

Fig. 8

M U M+U

Oczekiwane wyniki doSwiadczenia

Podczas doSwiadczenia enzym ureaza, zawarty w
nasionach soi, rozktada mocznik do amoniaku i
dwutlenku wegla. Jony amonowe rozpuszczone w
wodzie podnosza pH roztworu, zmieniajac barwe
wskaznika pH. Mozna réwniez wyczué zapach
amoniaku.

CO(NH,), + H,0—2NH, + CO,

Zmiane barwy mozna zauwazy¢ poréwnujac kolor
wskaZznika w roztworze zawierajgcym mocznik i ureaze
z kolorem wskaznika w roztworach samego mocznika
i samej ureazy.

Proponowane wykorzystanie
doswiadczenia

Obieg azotu w przyrodzie — jak azot zawarty w moczu
moze by¢ przyswojony przez inne organizmy (tu jako
substratu warto uzy¢ moczu)?

Organizmy, a Srodowisko — jak organizmy
przeksztatcaja swoje srodowisko. Wywotujaca wrzody
zotadka bakteria Helicobacter pylori podwyzsza pH
soku zotgdkowego za pomoca ureazy. Naczynie
reakcyjne to zotadek, a zawiesina z soi imituje enzym
wydzielany przez bakterie.

Przystosowania zwierzat — zotadek przezuwaczy.
Ureaza wydzielana przez bakterie pozwala im
korzystac z azotu w zotadku zwierzecia. Naczynie
reakcyjne to zotadek, a zawiesina soi imituje enzym
wydzielany przez bakterie.

Na przyktadzie ureazy oméwienie enzyméw - biatek
przeprowadzajacych reakce chemiczne. Czynniki
wptywajgce na aktywnos¢ enzymu (wptyw temperatury,
pH, dostepnosci enzymu, substratu, produktu).

Fig. 9

Pomysty na dodatkowe
doswiadczenia

Sprébuj przeprowadzi¢ doswiadczenie wrzucajac
nierozdrobnione, ale namoczone 2-3 nasiona soi do
niewielkiej objetosci mieszaniny roztworu mocznika
i wywaru z czerwonej kapusty. Odczekaj minimum 20
minut. Jak zmienit sie kolor mieszaniny?

Jak pH wptywa na aktywnos¢ ureazy?

Czy potraktowanie soi wysokg temperatura wptywa
na dziatanie enzymu? Sprébuj przeprowadzié
doswiadczenie z gotowanga soja (wystarczy kilka minut
gotowania).

Wyprébuj doswiadczenie z innymi Zzrédtami
mocznika (mocz, nawdz zwierzecy).

Sprawdz czy inne rosliny tez zawierajg ureaze —
wyprébuj inne straczkowe, pestki dyni (trudno u nas
dostepna w handlu fasolka ,,czarne oczko” Canavalia
ensiformis zawiera ureaze, rbwniez zawierajg ja pestki
dyni — wazne, aby suszone byty w temperaturze
pokojowej).

Wyprébuj alternatywne wskazniki pH, o réznym
zakresie dziatania.

Rozwigzywanie probleméw

Brak zmiany barwy wskaznika pH.
Moze oznaczal, ze soja zostata poddana obrébce
cieplnej (np. suszeniu w goragcym powietrzu). Nalezy
sprobowac soi z innego zrodta.
Moze wskazywaé na niewystarczajacy zakres pH
wskaznika pH. Zalecamy uzycie wywaru z czerwonej
kapusty jako wskaznika pH.
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Przy wykorzystaniu moczu jako zr6dta mocznika
— brak zmiany barwy wskaznika.
Mocz zdrowej osoby moze mie¢ pH 4,8-8,0 w
zaleznosci od diety itp. Sprawia to, ze trudno
przewidzie¢ wyjsciowe pH roztworu moczu i ureazy
i dobra¢ odpowiedni laboratoryjny wskaznik pH. W
takim wypadku zalecamy uzycie wywaru z czerwonej
kapusty jako wskaznika pH.

Powolna zmiana barwy wskaznika pH.
Moze oznaczac zbyt matg powierzchnie uwalniania
enzymu do roztworu — by¢ moze soja zostata zbyt
stabo rozdrobniona lub jest jej za mato.
W przypadku uzycia moczu jako Zrédta mocznika,
reakcja przebiega zwykle wolniej, niz dla roztworu
samego mocznika.

Przy wykorzystaniu fenoloftaleiny lub btekitu

bromotymolowego — przedwczesna zmiana barwy
wskaznika pH w roztworze mocznika.
Ze wzgledu na obecnos¢ sladéw soli amonowych w
dostepnym w handlu moczniku, moze sie okazad, ze
roztwér samego mocznika ma wystarczajgco wysokie
pH do wywotania zmiany barwy wskaznika. Dlatego
takie doswiadczenie nalezy przeprowadzi¢ wczesdniej
i ewentualnie obnizy¢ nieco pH mocznika za pomoca
np. kilku kropli roztworu kwasku cytrynowego.

Uwagi i alternatywne sktadniki
e Soja

Soje przed doswiadczeniem trzeba namoczy¢ (60
minut to minimalny czas, najlepiej moczy¢ jg przez
noc). Podczas namaczania nasiona zmieniaja ksztatt z
kulistego na podtuzny. Soja musi by¢ surowa — nasiona
dostepne w sklepie spozywczym zwykle spetniajg ten
warunek, ale przed pierwszym wykorzystaniem nasion
z danego Zrdédta radzimy przeprowadzi¢ wczesniej
doswiadczenie prébne. Zamiast soi mozna uzy¢ fasoli
»czarne oczko”, Canavalia ensiformis. Do rozdrobnienia
ziaren mozna uzy¢ miski i widelca, zamiast miksera,
lecz jest to pracochtonne.

¢ Mocznik

Zamiast mocznika-nawozu mozna postuzy¢ sie
moczem jako Zzrédtem mocznika. Ludzki mocz zawiera
okoto 6% mocznika i nie trzeba go rozcieficzac.
Nalezy zwréci¢ uwage na przestrzeganie zasad
bezpieczenstwa — osoba wykonujaca doswiadczenie
nie powinna zetkna¢ sie z moczem innej osoby,
a wszystkie naczynia wykorzystywane podczas
doswiadczenia trzeba po zakornczeniu doktadnie umyé
goraca wodg i detergentem lub wykorzystaé naczynia
jednorazowe. Do obserwacji zmiany pH zalecamy w
takim wypadku uzycie wywaru z czerwonej kapusty.

e Wskazniki pH

Wywar z czerwonej kapusty mozna sporzadzi¢ réwniez
z kapusty zamrozonej (2-3 liscie mozna przechowywac
w zamrazarce, na czas, gdy trudno dostaé czerwona
kapuste — wiosna, lato). Daje sie wykorzystac rowniez
ptyn pozostajacy po odsaczeniu satatki z czerwonej
kapusty sprzedawanej w sklepie. W tym wypadku — ze
wzgledu na dodatek octu, lub innego zakwaszacza
— trzeba zobojetni¢ roztwér przed doswiadczeniem,
dodajac do niego roztworu sody oczyszczonej, az ptyn
z satatki przyjmie kolor granatowo-fioletowy zamiast
czerwonego.

Moznaréwniez skorzystac z laboratoryjnych wskaznikow
pH — fenoloftaleiny, btekitu bromotymolowego czy
papierkéw lakmusowych. Fenoloftaleina zmienia
kolor przy pH 8,2-10, btekit bromotymolowy przy pH
6,2-7,6.

e Zmiany pH

Kwasek cytrynowy i sode mozna zastgpi¢ innymi
substancjami o pH wyzszym, niz 8 i nizszym, niz 6
(np. ocet). W takim przypadku nalezy zwréci¢ uwage
na bezpieczenstwo pracy z tymi substancjami.

Przechowywanie odczynnikéw

Namoczone nasiona soi mozna przechowaé w
temperaturze pokojowej przez noc, lub w lodéwce
przez dobe. Wywar z czerwonej kapusty mozna
przechowac w temperaturze pokojowej przez noc, w
lodéwce przez 2-3 doby, w zamrazarce przynajmniej
2 miesigce. Mozna réwniez przechowywac zamrozone
liscie kapusty.

Dostawcy

Nasiona soi, kapusta, kwasek cytrynowy i soda
oczyszczona — sklep spozywczy i/lub warzywniczy.
Mocznik — naw6z — sklepy ogrodnicze, producenci to
np. Putawy (najmniejsze opakowanie, 2 - kilogramowe,
kosztowato w 2005 r. okoto 5 zt).

Odpady i ponowne wykorzystanie
materiatéw.

Podczas dodwiadczenia w wersji standardowe] nie
powstaja zadne niebezpieczne odpady. Wszystkie
resztki mozna wyrzuci¢ do normalnych Smieci, ptyny do
zlewu/ubikacji. W przypadku uzycia ludzkiego moczu
nalezy uzy¢ jednorazowych naczyn, lub doktadnie
wymy¢ naczynia gorgca wodg z detergentem i wylaé
ptyny po doswiadczeniu do ubikacji (przestrzegajac
zasady, ze z moczem styka sie jedynie osoba, ktéra
go oddata).
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ABC ureazy
e (Czy ureaza w soi jest szkodliwa?

Ureaza nie jest szkodliwa, ale surowe nasiona soi
zawierajg wiele innych, szkodliwych zwigzkéw - na
przyktad biatko, ktére hamuje enzym trawienny
trypsyne i czyni surowa soje niejadalng. Aktywnosé
tego enzymu nie jest tak tatwo sprawdzi¢ jak aktywnosé
ureazy, ale oba enzymy sa w podobnym stopniu
wrazliwe na podgrzewanie. Przy przemystowej obrébce
soi (wytwarzanie maki sojowej, podgotowywane
ziarno), aby sie upewnic, czy szkodliwy enzym zostat
unieczynniony, sprawdza sie aktywnos¢ ureazy - w
taki sam sposéb jak w tym doswiadczeniu.

¢ Po co soi ureaza?

Na razie tego nie wiadomo. Liscie soi réwniez
zawierajg ten enzym, ale w znacznie nizszym
stezeniu (100-1000 razy mniej niz nasiona). Ureaza w
lisciach pomaga odzyskac azot z biatek roztozonych
do mocznika, ureaza w nasionach dziata tak samo
podczas kietkowania. Wydaje sie, ze amoniak chroni
kietkujgce nasiona przed szkodnikami.

¢ Ureaza - pierwszy enzym, ktory skrystalizowano.
Ureaza z nasion fasoli Canavalia ensiformis to pierwszy
enzym, ktéry udato sie oczysci¢ i skrystalizowac.
Dokonat tego Jack B. Sumner w 1926 roku. W
tych czasach powszechnie uwazano, ze nie da sie
krystalizowac enzymoéw. Jack B. Sumner otrzymat za to
nagrode Nobla w 1946 roku. Dzi$ krystalizacja biatek
pomaga odkrywac ich budowe, badac ich dziatanie i
projektowac substancje zmieniajace ich dziatanie, np.
leki przeciwko enzymom wirusa HIV.

¢ Co to jest mocznik?

Mocznik to pierwszy zwigzek organiczny, ktéry udato
sie zsyntetyzowaé ze zwiazkéw nieorganicznych.
Dokonat tego w 1828 r. Friedrich Wohler. Do tego
momentu uwazano, ze jedynie zywe organizmy
potrafia wytwarza¢ zwigzki organiczne, ze zwigzki
organiczne maja specjalne wtasciwosci i do ich
wytworzenia potrzebna jest tajemnicza ,sita zyciowa”.
Friedrich Wd&hler nie otrzymat nagrody Nobla, gdyz
w jego czasach nagroda jeszcze nie istniata. Dzi$
mocznik wytwarza sie w olbrzymich ilosciach w skali
przemystowej i wykorzystuje do wyrobu tworzyw
sztucznych oraz jako tani naw6z azotowy.

¢ Po co roslinom azot i jak go moga zdoby¢?

Azot to pierwiastek niezbedny roslinom do wzrostu
i rozwoju - wchodzi w sktad m.in. biatek, kwaséw
nukleinowych. Wiekszos¢ roslin moze pobieraé
azot z gleby tylko w postaci jonéw amonowych lub
azotandw.

Jedynie sinice i rosliny motylkowe, zyjace w symbiozie
z bakteriami, korzystaja z azotu atmosferycznego.
Wiele zwierzat wydala mocznik. Mikroorganizmy
glebowe wytwarzaja ureaze, ktéra przeksztatca
mocznik w tatwo dostepne jony amonowe.

W ten sposéb azot jest w ciggtym obiegu w organizmach
zywych.

e Gdzie jeszcze mozna znalez¢ ureaze?

Wiele réznych bakterii wytwarza ureaze. Rowniez
Helicobacter pylori, bakteria powodujaca wrzody
zotadka, wykorzystuje jg do podniesienia pH soku
zotadkowego (optimum pH dla H. pylorito 7, normalne
pH w Zotadku to okoto 3).

Réwniez trawiagce celuloze bakterie, ktore zyjg w
pierwszym przedziale zotgdka przezuwaczy (m.
in. krowy, owce) wydzielajg ureaze. Przezuwacze
wydzielajg do wnetrza zwacza mocznik, ktéry
bakterie wykorzystuja jako zrodto azotu do wtasnego
wzrostu. Potem zwierze trawi mase bakteryjna. Wiele
innych bakterii rowniez wydziela ureaze, dlatego
bezwonny mocz po jakims czasie zaczyna intensywnie
pachniec.

¢ Wywar z czerwonej kapusty - wspaniaty wskaznik
pH.

Wywar z czerwonej kapusty zawiera antocyjany.
Te zwiazki sa bardzo wrazliwe na pH roztworu i w
zaleznosci od niego przyjmujg rézna barwe. W pH 7
roztwor jest fioletowo-niebieski, gdy roztwoér staje
sie bardziej kwasowy - czerwienieje. Gdy pH rosnie
powyzej 7 i roztwor robi sie bardziej zasadowy, wywar
z czerwonej kapusty zielenieje. Te zmiany barwy s3
odwracalne - sprawdz, jak dziata na wywar z kapusty
dodawanie roztworu kwasku cytrynowego i sody na
przemian!

Bibliografia
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Podziekowania

Protokét zostat zainspirowany dodwiadczeniami
opisanymi przez Tomasza Plucinskiego,
http://www.chem.univ.gda.pl/~tomek. Dziekujemy!
Adaptacja protokotu zostata wykonana w ramach
projektu VOLVOX, finansowanego przez Komisje
Europejska w 6. Programie Ramowym.
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Sprzet i materiaty
Sprzet - etap wstepny

Sprzet

Wykorzystanie

Uwagi

Mikser z koAcéwka tnaca i
pojemnikiem, 1 szt.
Filtr do kawy oraz lejek, 1 szt.

N6z i deseczka, 1 szt.

Litrowe naczynie (stoik lub zlewka),
2 szt.

Zlewki lub kubki, 3 szt.

tyzeczki, 3 szt.

do przygotowania zawiesiny soi

do odcedzenia zawiesiny z soi od
grubych pozostatosci

do pociecia lisci czerwonej
kapusty

do przygotowania wywaru z
czerwonej kapusty i na gotowy
wywar

do przygotowania roztworéw
mocznika, kwasku cytrynowego
i sody oczyszczonej

do odmierzenia mocznika, kwasku
i sody

sugerujemy, aby te czes¢
wykonata osoba prowadzaca
dla catej klasy

naczynia musza by¢ odporne na
wrzatek

Sprzet - etapy doswiadczalne
llosci podane na jedna pare

Sprzet

Zakraplacze lub pipetki, 2 szt.

Kubeczki plastikowe, 5 szt.

Szklane prob6wki lub przezroczyste
kieliszki, 6 szt.

tyzeczka lub gruba stomka, 1 szt.

Naklejki (np. metki) lub flamastry
wodoodporne, 1 komplet

Wykorzystanie

do pobierania roztworéw kwasku
cytrynowego i sody oczyszczonej

na przygotowane roztwory kwasku,
sody, mocznika, zawiesiny soi i
wywaru z kapusty

do czesci 1. i 2. doSwiadczenia

do nabierania zawiesiny soi

do oznakowania naczyn przed
doswiadczeniem

Uwagi

mozna wykorzysta¢ stomki do
napojow lub tyzeczki

naczynia te musza by¢ przezroczyste
i nieduze
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llos¢ materiatéw niezbednych do
wykonania doSwiadczenia dla 30-osobowej
klasy, podzielonej na dwuosobowe zespoty

llos¢ materiatéw niezbednych do
wykonania eksperymentu

suchej sody)

o wysokim pH

Materiaty Wykorzystanie Uwagi
[P rzez klas
zesp6t p &
. - ziarna przed doSwiadczeniem
. . ok. 20 graméw zrédto enzymu PP
Surowe ziarna soi ok 6 szt. trzeba namoczy¢ (minimum 1
(100 szt.) ureazy .
godz., najlepiej cata noc)
300 ml 10% i .
. . 20 ml 10% zrédto alternatywnie: mocz (patrz:
Mocznik - nawéz roztworu (30 g . oy
roztworu . mocznika alternatywne sktadniki)
mocznika)
surowa czerwona 40 ml 500 ml WYWarLz 1 \vskaznik pH patrz: alternatywne skladniki
kapusta wywaru 3 lisci
wywar
Goraca woda ok 500 ml ey
100 ml 10% roZtwor
Kwasek cytrynowy 5 ml roztworu (2 tyzeczki - patrz: alternatywne sktadniki
o niskim pH
suchego kwasku)
100 ml 10% roztwér
Soda oczyszczona 5 ml roztworu (2 tyzeczki




