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Neste artigo, € proposto um experimento simples realizado com material de facil aquisicao para ilustrar a
hidrélise da uréia em urina catalisada pela urease extraida de sementes de melancia.

P> semente de melancia, urina, uréia <

a natureza, constatamos
transformagdes quimicas
ocorrendo o tempo todo
ao nosso redor. Enquanto algumas
dessas transformagdes acontecem
rapidamente (como a explosao da di-
namite), outras sao mais demoradas
como, por exemplo, a formagao do
petroleo. Podemos destacar ainda as
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transformacoes que se desenvolvem
numa velocidade moderada, como a
deterioragao dos alimentos por bac-
térias. Por sua vez, a velocidade das
reagOes de degradacao de alimentos
de origem vegetal (como frutas e ver-
duras) pode ser mais ou menos rapi-
da, dependendo de fatores existentes
no meio como, por exemplo, atividade

Diminuigao da energia
de ativagéo provocada
pela agéo do
catalisador

Energia de ativagao
com catalisador

Produtos /

Caminho da reacgéo
Ea: energia de ativagéo; Ecat: energia do catalisador; E,: energia dos produtos;

E:: energia dos reagentes; H;: entalpia
AH: diferenga de entalpia.

Figura 1: Efeito do uso de catalisadores n

dos reagentes; Hp: entalpia dos produtos;

a velocidade da reagéo quimica.
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A se¢do Expenmentac,ao no ensino de Quimica” descreve experimentos cuja mp\ementacdo ¢ Interpretacdo contribuem

para @ construcao de conceitos cientificos por parte dos alu

nos. Os materiais e reagentes usados sdo facimente encontréveis,

permitindo 3 reahzaqéo dos experimentos em qua\quer escola. Neste ndmero, a secao apresenta dois artigos.
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de agua, temperatura e composicao
do alimento.

A Cinética Quimica € uma ciéncia
que estuda a velocidade das reagdes
quimicas e os fatores que as influen-
ciam. Dentre os diversos fatores que
interferem na velocidade de uma
reacao (temperatura, concentracao
de reagentes, superficie de contato,
entre outros), podemos destacar a
presenca de catalisadores.

Catalisadores sao substancias
que aumentam a velocidade das rea-
¢Oes quimicas e ndo séo consumidos
durante o processo, sendo regenera-
dos no final. Eles atuam diminuindo
a barreira de energia necessaria aos
reagentes para que ocorra a trans-
formacao quimica, como mostra a
Figura 1. Essa energia é chamada
de energia de ativagao, ou seja, é a
energia minima necessaria para que
0S reagentes possam se transformar
em produtos. Caso a reagao ocorra
sem a presenga de um catalisador, a
energia de ativacao é maior, diminuin-
do assim a velocidade da reagao.

Ao atingir a energia de ativagao,
¢é formado o complexo ativado, que
€ uma estrutura intermediaria entre
0s reagentes e os produtos, com
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ligagdes intermediarias entre as dos
reagentes e as dos produtos. O com-
plexo ativado apresenta uma ener-
gia mais alta para a
molécula ou o ele-

de ions de niquel ativa o sitio da

urease e € essencial tanto para a

atividade funcional como para a in-
tegridade estrutural
dessa enzima.

Catalisadores sao

mento original. Esse
aumento de energia,
chamado de entalpia
de ativagao AH, re-
presenta exatamente
a energia necessaria
para quebrar as li-
gacdes na molécula
e formar o complexo ativado, que
se decompde posteriormente nos
produtos.

Sendo catalisadores celulares
poderosos, as enzimas sao proteinas
especializadas em acelerar reagoes
bioldgicas e geralmente atuam espe-
cificamente em um dado substrato. O
substrato liga-se a enzima num sitio
especial desta, chamado sitio ativo,
onde ocorre a reagao enzimatica.
Essa é aregidao da enzima que possuli
certos aminoacidos que se ligam ao
substrato por ligagdes ndo covalentes
(Motta, 2006).

Caracteristicas da urease

A urease € uma enzima que, em
meio aquoso, catalisa a hidrdlise da
uréia em amonia e didxido de carbo-
no (Figura 2) e ocorre em algumas
sementes, tais como soja, melao,
melancia, entre outras. Algumas en-
Zimas requerem um componente nao
protéico para sua atividade denomi-
nado cofator. O cofator enzimatico
da urease é o ion metalico Ni2* (Ciurli
e cols., 1999), portanto, a presenca

H2N
N\

C= + H,O

/

H2N

Uréia

NH- +

substancias que aumentam
a velocidade das reacoes
quimicas e ndo sao
consumidos durante
O processo, sendo
regenerados no final.

Além de ter sido
a primeira enzima
isolada na forma cris-
talina, em 1926, a
urease € uma subs-
tancia extensamente
estudada, devido a
sua aplicabilidade na
agricultura e na medicina. Atualmente
aurease é utilizada em procedimentos
de diagndsticos clinicos, na determi-
nagao de uréia em fluidos bioldgicos
como urina e sangue. A hidrdlise da
uréia, empregando essa enzima como
biocatalisador, na temperatura de
20°C, é até 10'* vezes mais rapida que
a hidrdlise realizada em meio acido a
uma temperatura de 60 °C (Souza e
Fatibello-Filho, 2006).

A urina humana é constituida de 2
ab% emuréia. Essa € a forma utilizada
pelo metabolismo do organismo para
eliminar os residuos nitrogenados
indesejaveis produzidos a partir das
proteinas. Atualmente, a uréia € utili-
zada como suplemento na alimenta-
¢ao de animais, na agricultura (como
fertilizante), na fabricagao de plasti-
cos, na industria farmacéutica, entre
outros (Peruzzo e Canto, 1999).

Influéncia do meio sobre a atividade
enzimatica
A estrutura e a forma do sitio ativo

das enzimas sao decorrentes da estru-
tura tridimensional da enzima e podem

Urease 2N H3 + C02
pH
Amobnia

H O — NH,” + OW

Carater Basico

Figura 2: Reacao de decomposicao da uréia e carater basico da amobnia em meio

aquoso.
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ser afetadas por quaisquer agentes
capazes de provocar mudancas con-
formacionais na estrutura protéica. Isso
torna a atividade enzimatica dependen-
te do meio em que se encontra, notada-
mente do pH e da temperatura.

Efeito do pH sobre a atividade
enzimatica

Geralmente as enzimas sao ativas
em uma estreita faixa de pH e, na
maioria dos casos, ha um pH 6timo
definido. A Figura 3 apresenta a curva
do efeito do pH na atividade enzimati-
ca. Podemos verificar que o pH ¢timo
da enzima é definido pelo maximo da
curva. Um estudo sobre purificagao
de urease obtida de sementes de
melancia verificou que essa enzima
possui atividade 6tima em pH 8,0
(Mohamed e cols., 1999).

O efeito do pH sobre a atividade
enzimatica se deve as variagdes no
estado de ionizagdo dos componen-
tes do sistema e a medida que o pH
varia. Como as enzimas sao proteinas,
contém inimeros grupos ionizaveis e
existem em diferentes estados de ioni-
zagao. Porisso, a atividade catalitica é
restrita @ uma pequena faixa de pH.

E importante destacar, contudo,
que a estabilidade da enzima ao pH
otimo depende inclusive de muitos
fatores como temperatura, forca
ibnica, concentragao de ions metali-
COs, concentracao de substratos ou
cofatores da enzima, contaminantes
(metais pesados e fluoreto, acima de
2,0 mg/dL, s&o inibidores da urease),
entre outros (Bioclin, 2006).

Efeito da temperatura sobre reacoes
enzimaticas

O efeito da temperatura sobre a
cinética de reacéo enzimatica € resul-
tado de dois eventos simultaneos.

O primeiro evento € caracteriza-
do pelo aumento na velocidade da
reacao catalisada em resposta ao
aumento da temperatura do sistema.
A elevacao da temperatura provoca
o0 aumento da energia cinética das
moléculas componentes do sistema.
Esse efeito é observado em um inter-
valo de temperatura compativel com
a estrutura espacial da enzima.

No segundo evento, temperaturas
mais altas levam a desnaturagéo enzi-
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Figura 3: Curva do efeito do pH na atividade enzimatica.

matica por alterarem as ligacodes que
conservam a estrutura tridimensional
da enzima. Ap6s o rompimento das
ligagbes de hidrogénio, que sao ter-
molabeis, desencadeia-se uma série
de alteragdes na estrutura enzimatica,
levando a uma nova conformacgao
ou a um estado conformacional in-
definido.

A maioria das proteinas (incluindo
as enzimas) é passivel de desnatura-
cao irreversivel a temperaturas acima
de 40°C ou 50°C, porém a tempe-
ratura ¢tima de uma enzima é um
termo sem significado até que seja
registrado o tempo de sua exposicao
a essa temperatura, assim como a
composi¢cao do meio em analise,
pH e forga ibnica, por exemplo (Mor-
ris, 1972). No estudo sobre urease
extraida de sementes de melancia,
Mohamed e colaboradores (1999)
acompanharam o comportamento
dessa enzima submetida a tempera-
tura de 40°C durante 30 minutos em
pH 7,5 e verificaram que nao houve
perda significativa da atividade enzi-
matica. A mesma enzima, submetida
a 80 °C por 5 minutos, teve perda total
da atividade catalitica.

O experimento proposto nes-
te artigo utiliza materiais de facil
acessibilidade e ilustra a reacao de
decomposicao da uréia em urina
humana, catalisada por urease obtida
de sementes de melancia. Contudo,
a utilizagao de urina deve ser tratada
com devida atencao pelo professor,
pois se trata de um substrato que
apresenta diferenciados valores de
pHs e concentracao de sais. Areacao
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pode ser lenta caso 0 meio reacional
interfira no sitio ativo enzimatico, de-
vido a ionizacéo de aminoacidos na
molécula que provoquem mudanga
da conformacao da enzima.

Material e reagentes

Estante para tubos de ensaio

4 tubos de ensaio

Pipeta 5,0 mL

Extrato de repolho roxo
Sementes de melancia
Solucéo aquosa de uréia 1,0%
(a uréia pode ser facilmente
adquirida em lojas de produtos
agropecuarios)

Urina humana

Liquidificador

Filtro de papel

Funil

Erlenmeyer

Alcool etilico (comercial)

Procedimento

a) Para identificagado, enumerar 4
(quatro) tubos de ensaio.

b)Adicionar aproximadamente
100 mL de agua e cerca de 40
sementes de melancia em um
liquidificador e triturar por 15
segundos. Filtrar a mistura e
recolher a parte liquida. Dividir
a fracéo liquida em duas par-
tes iguais e levar uma delas a
fervura a 100°C por 1 minuto
(inativacao enzimatica). Deixar
em repouso para atingir a tem-
peratura ambiente.

c) Para a obtencao do extrato de
repolho roxo, triturar no liquidifi-
cador 3 folhas de repolho roxo
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picadas com aproximadamente
100 mL de é&lcool etilico comer-
cial. Filtrar a mistura e utilizar o
extrato alcodlico como indicador
acido-base. A extracéo das an-
tocianinas (pigmentos da classe
dos flavondides, responsaveis
pelas cores azul, violeta, ver-
melho e rosa de flores e frutas
e indicadores acido-base natu-
rais) pode inclusive ser realizada
por imersao da folha de repolho
roxo em etanol, seguido de re-
pouso por 24 ou 48 horas (Terci
e Rossi, 2002; Couto e cols.,
1998).

d)Tubo 1 = No tubo de ensaio
numero 1, adicionar 1,0 mL
de extrato de repolho roxo, 2,0
mL de urina recém-coletada e
acrescentar 1,0 mL da fragao
liquida resultante da trituragao
de sementes de melancia em
agua (sem fervura). Agitar e
observar a cada 10 minutos.

e)Tubo 2 = No tubo de ensaio
numero 2, adicionar 1,0 mL
de extrato de repolho roxo, 2,0
mL de urina recém-coletada e
acrescentar 1,0 mL do liquido
resultante da trituragcédo de se-
mentes de melancia (fervido).
Agitar e observar a cada 10
minutos.

f) Repetir os procedimentos (aci-
ma) para os tubos 3 e 4, subs-
tituindo a urina pela solugao de
uréia a 1%.

Resultados e discussao

Tubos de ensaio 1e 3

A enzima urease (ativa), em meio
aquoso e em contato com o subs-
trato, decompde a uréia em amonia
(NH,) e dioxido de carbono (CO,).

Pela estequiometria dessareacao
quimica, verifica-se que a decompo-
sicdo de um mol de uréia, em meio
aquoso, origina a formagao de dois
mols de NH, e um mol de CO,, con-
forme a reagao:

1(NH,),CO , +1H,0 |
2NH;  +1CO,

Sabe-se que o gas carbbnico
esta presente na atmosfera e advem
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naturalmente da respiracao de ani-
mais, da decomposigao de residuos
organicos e indiscriminadamente
da queima de combustiveis fésseis.
Além de ocasionar o efeito estufa,
0 gas carbdnico (e outros gases
poluentes) acidificam as aguas das
chuvas. O caréter &cido da molécula
de CO,, em agua, se deve a formagéo
do acido carbbnico:

€O, , + H,0, HLCO,

H,CO, .y H" oy + HCO;

(

Em raz&o da presenga de CO, no
meio reacional, poderiamos esperar
que houvesse uma variagao do pH
do meio para niveis inferiores ao pH
7,0 (neutro). Contudo, a mudanca de
coloragao do indicador (passando
de violeta para verde) indicou que o
pH da solugao aumentou para um
nivel igual ou superior ao pH 11,0
(indicando um pH maior do que sete —
solugéo bésica). A Tabela 1 apresenta
a variacao de cores do extrato de
repolho roxo em diferentes pHs.

Podemos atribuir, portanto, o au-
mento do pH da solugéo a presenca
de ambnia que, em meio aquoso, se
ioniza, disponibilizando para a solu-
¢ao fons hidroxilas (OH):

NH, , + HO , NHOH
NH,OH ., NH* ., + OH

Como areagao de decomposicao
da amonia libera quantidade de amo-
nia duas vezes superior a quantidade
de gés carbobnico, o carater predomi-
nante do meio reacional sera béasico,
0 que confere a coloragao verde, ob-
servada nos tubos de ensaio 1 e 3.

Tubos de ensaio 2 e 4

Como a fragao liquida da mistura
de agua e sementes de melancia foi
submetida ao aquecimento, a enzima
urease foi inativada pelo calor. Portan-
to, a reacao representada na Figura
1 pode ocorrer, contudo, em menor
velocidade. Nao havendo liberagao
da hidroxila (OH") em solucao, o pH
resultante ndo sera alterado, portanto,
nao é esperado mudanga na colora-
¢ao do indicador utilizado.
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Tabela 1: Mudancgas de cores do extrato
de repolho roxo nas faixas de pH.

COR FAIXA DE pH
Vermelho 1-4
Violeta 5-8

Azul 9-10
Verde 11-12
Amarelo >13

Fonte: Bernardino e cols., 2000.

Os resultados esperados nesse
experimento podem ser observados
na Figura 4.

Notas

De acordo com o site Diagndsticos
da América (2006), normalmente o pH
urinério varia entre 5,0 a 7,0. Valores
elevados podem ser encontrados
em dietas com grande ingestao de
vegetais e frutas citricas, na presenca
de calculos renais e infecgdo das vias
urinérias. Valores baixos de pH podem
ser encontrados devido a perda de po-
tassio, dieta rica em proteinas, infeccéao
das vias urinarias por Escherichia coll,
uso de anestésicos e de acido ascoérbi-
o, assim como de outras drogas.

Questdes propostas

1. Apresente suas observagoes
sobre o0 aspecto visual das so-

lucdes observadas nos tubos de
ensaio.

2. Se durante a decomposicao da
uréia é formado, além da amébnia,
diéxido de carbono, sendo este
um dos responsaveis pela aci-
dez das chuvas, qual a razao do
meio ficar basico? Proponha uma
explicacédo para o fenédmeno.

3. De acordo com o experimento
e as observacoes feitas, como
vocé poderia definir uma enzi-
ma? Pesquise a definicao de
enzima e compare-a com sua
resposta.
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Figura 4: Resultados esperados nesse experimento.
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Abstract: Catalyzing urea hydrolysis in urine. In this article it is proposed a simple essay carried out with material of easy acquisition to show the urea hydrolysis from human urine catalyzed by

urease extracted of watermelon seeds.
Keywords: watermelon seeds, urine, urea

O mesmo ¢ 0 ndo-mesmo

O Mesmoeo
Nio-Mesmo

O autor, Roald Hoff-
mann, é professor de
ciéncias médicas da
Universidade de Cor-
nell. Nasceu em uma
cidade da Pol6nia em
1937, hoje pertencente a
Ucréania, vindo de uma familia de origem
judia. Imigrou para os EUA em 1949,
tendo se bacharelado pela universidade
de Columbia e se doutorado pela universi-
dade de Harvard em 1960, onde trabalhou
orientado pelo Nobel de Quimica, William
Lipscomb. Em 1981, dividiu o prémio No-
bel de Quimica com Kenichi Fukui.

O livro O mesmo e 0 n&o-mesmo tem
341 paginas e é divido em dez capitulos.
Nessas paginas, Hoffmann vai desen-
volvendo suas argumentacdes tentando
explicar a um publico hipoteticamente
leigo sobre o que os quimicos fazem e
0 que ele considera que seja o objetivo
epistemolégico da ciéncia Quimica.

Uma explicagdo sobre o motivo do
titulo:

“[...] quer um ser humano racional pos-
sa ser ambivalente em relagao aos produtos
quimicos, neles vendo coisas benéficas e
prejudiciais, ndo € um sinal de irracionali-
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dade, mas de humanidade. A utilidade e o
perigo sé&o os dois polos de uma dualidade
[..]. Dano ou proveito, dano ou proveito, séo
apenas uma das polaridades que tornam a
quimica interessante.” (p. 14)

O coragao da atividade da ciéncia
Quimica é criar moléculas. Existem
catalogadas cerca de 10 milhdes de
novas moléculas que nao existiam
nesse nosso mundo natural (p.125). A
quantidade aproximada de nitrogénio
fixado pelo processo Haber-Bosch é
equivalente a todo o nitrogénio fixado
por processos bioldgicos em todos os
tempos (p. 287). Cerca de 2 do PIB dos
paises industrializados € produzido pela
industria Quimica (p. 260). Sem duvida,
a Quimica mexe de maneira indelével
com a natureza e com o destino das
pessoas. Se todo esse nitrogénio nao
fosse fixado, ndo haveria certamente ali-
mento para todos. Se esses milhdes de
novas moléculas ndo existissem, nossa
vida seria diferente, para pior ou melhor?
Hofmann argumenta que a ciéncia e
a tecnologia mudaram o mundo para
melhor (com poucas conseqUéncias
ruins). E vai mais além afirmando que a
Quimica tem uma natureza democrati-
zante. O mundo brutal e hostil do pas-
sado foi transformado para melhor de
maneira a proporcionar uma vida com
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mais qualidade para um maior nimero
de pessoas.

O livro de Hoffmann também traz out-
ras discussdes importantes como o tema
da redugdo da Quimica (item quatro), o
qual ele se coloca como contrario, argu-
mentando que o que a Quimica faz é sub-
stancialmente diferente do que a Fisica faz.
Discute também a idéia de representacao
e realidade e afirma que o mais relevante
nessa discussdo é a comunicacao entre
os quimicos, ndo exatamente saber se 0
que representamos ¢ a realidade.

Por fim, acreditamos que esse livro
deva ser uma leitura obrigatéria para
todos os quimicos: professores de
nivel médio, formadores de professores,
professores universitarios e pesquisa-
dores em geral. No entanto, o desejo de
Hoffmann é que seu livro atinja os leigos
em Quimica, o cidaddo comum que,
de posse de informacgoes e reflexdes
contidas nesse livro, possa formar uma
opinidao mais qualificada sobre o que é
que a ciéncia Quimica faz e, assim, poder
fazer seu proprio julgamento.

Nelson Rui Ribas Bejarano (UFBA)
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