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Chemie — tlloha ¢. 16 0”%1

Autor: Tomas Feltl

Kdy je enzymu zima a kdy teplo

Cile

Studium enzymové aktivity v souvislosti se zménou teploty a pfitomnosti fluorida.

Zadani nilohy

Prostudujte, zda mtiZe byt ¢innost enzymu ovlivnéna vnéjsimi podminkami. Pokuste se zjistit, jak
aktivita kataldzy souvisi s teplotou prosttedi, ve kterém se enzym vyskytuje. Dale ovéite ptisobeni
fluoridd na studovany enzym.

Pomiicky

pocitac¢ s USB portem a nainstalovanym SW PASCO Capstone, datalogger PASCO SPARK, popf.
USBLink nebo PASCO Xplorer GLX, PASCO tlakové ¢idlo s prislusenstvim (PS-2107, popt.PS-2113A),
PASCO teplotni ¢idlo (soucast dataloggeru PASCO SPARK), (PASCO pH senzor (PS-2147)), tfeci miska
s tlouckem, zkumavka (6x), stojanek na zkumavky, kadinka 150 ml, kadinka 1000 ml, odmérny valec
100 ml, pipety 1-5 ml, stfedni gumova zatka s hadickou pro napojeni tlakového ¢idla (+ zkumavka

pro méfeni tlaku), laboratorni 1zicka, stficka s destilovanou vodou, niiz, varna konvice, termostaticka
ploténka (napft. soucast michadla), chemikalie (H,O, 3% roztok, 0,2 M roztok NaH,PO,, 0,2 M roztok
Na,HPO,, 0,1 M roztok NaF), biologicky material — bramborova hliza, popisovac (lihovy fix), pracovni
navod, pracovni list

Teoreticky ivod

V burice je celd fada bilkovin (proteinii) s nejriiznéjsi funkci. Jedny z velice dtileZitych bunécnych
soucasti bilkovinné povahy jsou enzymy. Enzymy jsou jednoduché ¢i sloZené bilkoviny s katalytickou
funkci. Proto je oznacujeme jako takzvané biokatalyzatory. Katalyzator je latka, ktera ovliviiuje prabéh
chemické reakce, a to tak, Ze snizuje jeji pocatecni aktivacni energii (EA), a tim dochazi k ,,urychleni”
chemickeé reakce. Enzymy tak v burice zodpovidaji za fadu chemickych reakci, které by bez nich
za normalnich podminek vtibec neprobihaly. Studiem enzymti se zabyva predevsim biochemie.
Oborem, ktery je zaméfeny pfimo na studium chovani enzymt je tzv. enzymologie.

V souvislosti s problematikou enzymovych reakci musime zavést nékolik

H H zdkladnich pojmii. Latka, kterou enzym zpracovava, je oznacovana jako
\ S substrat. Vznikajici latka je nazyvana produkt. Enzym je casto sloZen z nékolika
O_ d casti. RozliSujeme tzv. apoenzym, ktery ke své funkci potfebuje jesté urcitou
nebilkovinnou ¢ast, ktera se nazyva kofaktor. Apoenzym s navazanym

kofaktorem oznacujeme nékdy jako holoenzym. Kofaktor je nejcastéji tzv.
prosteticka skupina, koenzym, nebo zde mtiZe hrat specifickou roli konkrétni
iont. Prostetickd skupina je v urcité fazi formovani vlastniho enzymu trvale
navazana na apoenzym (Casto kovalentné) a tvofi soucast aktivniho centra
enzymu. Koenzym je naopak soucasti, ktera je vazana docasné, a zodpovida
Obr. 1: Strukturni napi. za prenosy elektronti pfi redoxnich reakcich (NAD, FAD, ...). Jako
vzorec a model molekuly  koenzymy pfimo vystupuji také nékteré vitaminy. Mezi kofaktory z fad
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bilkovinna &st aktivni centrum _ Kationtii patii napf. ionty Mg?*, Mn?*, Cu?', Fe**, nebo Fe-S
komplexy.

/ Enzym, kterym se budeme v nasi tloze zabyvat, se nazyva
katalaza a ma oznaceni EC 1.11.1.6. Zakladni funkci tohoto
enzymu je pfeména peroxidu vodiku na kyslik a vodu:

2 H202 —> Oz +2 Hzo

Peroxid vodiku vznika pfi fadé metabolickych reakci (napf. pfi
fotorespiraci nebo pri oxidaci mastnych kyselin) a je pro buriku
Skodlivy. Proto je tfeba, aby se burika vznikajiciho peroxidu
vodiku zbavila, a to je pravé uikol pro katalazu.

Schéma stavby katalazy je na obrazku ¢. 2. Funkce enzymu coby
katalyzatoru je schematicky znazornéna na obrazku ¢. 3 a 4.
Katalaza je tetramer, skladajici se ze ¢tyt polypeptidickych fetézcti, pricemz kazdy fetézec cita pres 500
aminokyselin. Vétsina enzymt je znac¢né citlivd na podminky, ve kterych se vyskytuje. Aktivita enzymu

nebilkovinna cast
(koenzym, tvofeny
porfirynovym cyklem )

soucasti koenzymu je
kationt (Fe)

Obr. 2: Schématické znazornéni enzymu
katalazy

se tak méni s celou fadou faktorii (pH, teplota, pfitomnost dalSich latek, ...). V této tlloze se zaméfime
na to, jakym zptisobem bude ovliviiovat aktivitu enzymu katalazy prostiedi s riznou teplotou.
Vyuzijeme k tomu skutecnost, Ze aktivitu enzymu miizeme pifimo vztahnout k rychlosti probihajici
reakce. Protoze je pfi reakci uvolnovan plynny kyslik, mtzeme ke sledovani priitbéhu reakce pouzit

A) Nekatalyzovany teoreticky priibéh reakce
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B) Katalyzovany priibéh reakce
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Obr. 3: Porovnani nekatalyzovaného (A) a katalyzovaného (B) priibéhu reakce
$tépeni substratu.

enzym enzym

EA

\ u nekatalyzované
, reakce je nutné prekonat
1 tento energeticky val

\ ! u katalyzované reakce
je situace jina

Obr. 4: Srovnani nekatalyzované (¢arkovana kfivka) a katalyzované (pIna kiivka)
reakce z pohledu energetickych zmén v jejim prabéhu (Kfivka vyjadfujici zmény

energie v pribéhu reakce se nazyva reakéni koordinata.)

manometr (tlakomér). Cim
vétsi bude rychlost reakce, tim
rychleji poroste métfeny tlak.
ProtoZze je zavislost v urcité
¢asti linedrni, prolozime touto
¢asti piimku a ziskame jeji
smérnici. Smérnice pro nas
bude za dané teploty , mirou”
aktivity katalazy.

Pri sledovani reakce katalazy
potfebujeme udrzet nejen
stalou teplotu, ale také stalé pH
prostiedi, ve kterém bude dana
enzymova reakce probihat.

K udrZeni stalé hodnoty

pH pouzijeme tzv. pH pufr.
Pufr, neboli tlumivy roztok,

je roztok o takovém slozeni,
které dokaze vyrovnavat
urcité zmény v koncentraci
obsazenych latek a udrZuje tak
tuto koncentraci na konstantni
hodnoté. V nasem piipadé
pouzijeme pufr, ktery je
schopen udrzovat staly pomér
koncentraci H;O* a OH- iontfi,
a tim udrZuje stalou hodnotu
pH. Vzhledem k snadné
dostupnosti a jednoduchému
zpracovani pouzijeme jako
biologicky material — zdroj
katalazy — bramborové hlizy.
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Bezpecnost prace

Pracujte peclivé a v souladu s pracovnim ndvodem. Dbejte zvysené opatrnosti a s chemikaliemi
zachazejte vzdy v souladu s instrukcemi na obalu. Nikdy nepipetujte tsty. V laboratofi pouzivejte
ochranné bryle, plast a pfipadné dalsi pomticky v souladu se spravnou laboratorni praxi.

H,0O, (Xn, R 22-41, S 26-39)

NaF (T, R 23/24/25, S 26-45)

Priprava nilohy

Uloha umoztiuje pracovat paralelné na nékolika ¢astech. Idedlni jsou tfi¢lenné pracovni skupiny. Prvni
zak pracuje na bodu ¢. 1 — sestavuje aparaturu a dale se vénuje casti , Pfiprava méfeni”. Druhy zak
pfipravi pH pufr — bod ¢. 2 — a zpracuje biologicky material dle bodu ¢. 3. Treti zZak se vénuje ¢asti
,Nastaveni HW a SW”.

Postup prdce

1) Sestavte jednoduchou aparaturu, kterou budete k provedeni experimentu potfebovat.
a) Pripravte si stojan s drzdkem na zkumavky.
b) Pfed upnutim zkumavky do drzdku ji dobfe zkontrolujte. Zkumavka nesmi vykazovat
znamky poskozeni (napf. jemné praskliny na dné).
c) Pripravte si gumovou zatku, kterou mtizete zkumavku tésné uzavftit. Zatka musi byt
provrtana a tésné osazena spojovacim dilem umoznujicim pfipojeni hadicky. Hadicka ma
na druhém konci osazeny spojovaci dil pro pfipojeni tlakového cidla (viz obr. 6).
d) Na zdvér je vhodné provést test tésnosti pfipravené aparatury.
2) Piipravte si fosfatovy pH pufr
a) Do 150 ml kadinky odmétte 33 ml 0,2 M roztoku NaH,PO, a 67 ml 0,2 M roztoku
Na,HPO,. Tim jste si pfipravili pH pufr, ktery bude udrZovat pH prostfedi ptiblizné
na hodnoté 7,1.
b) V pripadé, ze mate k dispozici pH elektrodu, mtizete méfenim hodnotu pH oveérit
a zapsat si pfesné zméfenou hodnotu pH. (Nezapomerite, Ze pH elektrodu je tfeba pred
vlastnim mérenim zkalibrovat pomoci komercné doddavanych kalibracnih pH pufrii!)
3) Piiprava roztoku (suspenze) obsahujiciho katalazu
a) Z vnitfni ¢asti bramborové hlizy odfiznéte ¢ast asi o hmotnosti 4 g. Kousek rozfezte na co
nejmensi kousicky a z nich navazte asi 3 g.
b) Navazené malé nafezané kousky nasledné nasypte do cisté, peclivé vymyté, tfeci misky.
c) Do tfeci misky pfidejte 3 ml pripraveného fosfatového pufru (pH 7,1) a dopliite 27 ml
vody.
d) Poté rozetfete obsah tfeci misky na jemnou fidkou kasi, kterou pielejte do vétsi
zkumavky a nechte alespon 5 minut odstat. Tim dojde k usazeni vétsich kouskt na dné
zkumavky.

e) Horni neusazenou ¢ast pouzijete v dalsim kroku jako vzorek, obsahujici mimo jiné
i studovany enzym - katalazu.

4) Pripravte a ovéite vSe potfebné pro realizaci méfeni (viz ,Nastaveni HW a SW”, , Pfiprava
méreni” a nasledné ,Vlastni méfeni”).

Nastaveni HW a SW

1) Pripojte tlakové ¢idlo pfes PASCO SPARK nebo USB link rozhrani k poéitaci (viz obr. 5-C).
2) Kdataloggeru PASCO SPARK pfipojte také teplotni cidlo.
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3)

Spustte SW PASCO —
Capstone. A
Na tvodni strance vyberte
rozvrzeni Graph & Digits.

V horni levé ¢asti kliknéte
na Select Measurement

a zvolte Absolute Pressure
(kPa).

V horni pravé ¢asti kliknéte
na Select Measurement

a zvolte Temperature (°C).

V &asti grafu zvolte
obdobnym zptisobem na ose

B
y Absolute Pressure (kPa) USB Link

¢idlo
. ]
ana ose x Time (s). N
Dole na ovladacim Obr. 5: Schéma zapojeni tlakového cidla

PCUSB port

panelu (Controls) nastavte
vzorkovani dat na 5 s pfi volbé Common Rate.
Proved'te nékolik testovacich méfeni (teplota varné ploténky, atmosfericky tlak, ...). Data
z téchto méfeni nakonec pred zapocetim , ostrého” méfeni odstrarite.
a) V levé casti Tools zvolte Data Summary. Kazdé z provedenych méfeni je reprezentovano
polozkou s nazvem Run #cislo.
b) Kliknéte na polozku, kterou chcete odstanit, napf. Run #1. Vpravo se zobrazi ikonka
ozubeného kola (nastaveni) a za nim ikona ctverecek s cervenym kizkem. Kliknutim
na cerveny kfiZek a nasledné potvrzenim (Yes) dojde ke smazani provedeného méfeni.

10) Tim jste pfipraveni k vlastnimu méfeni enzymové aktivity.

Ptiprava méfeni

Obr. 6: Pripravené pracovni misto (varianta s dataloggerem)

Experiment bude probihat ve zkumavce ponofené ve vodni lazni. Pfipravte si horkou vodu

ve varné konvici pro rychlou pfipravu vodni ldzné s pozadovanou teplotou.

Vyzkousejte také umistit svoji velkou kddinku na varnou ploténku pod pfipraveny stojan tak,
aby bylo jednoduse mozné ponoftit do ni méfici zkumavku. Otestujte termostat varné ploténky.

~ o
* ﬁ

*t ** ..
. * * . »
evropsky * ﬁ H

sociaini , MINISTERSTVO $KOLSTVI, O Vzdélavani
% 4 fondvCR EVROPSKA UNIE  MLADEZE A TELOVYCHOVY  pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Tyto materidly vznikly v ramci OP Vzdéldavini pro konkurenceschopnost ¢. CZ.1.07/1.3.12/04.0020.



Pracovni navod 5/6 WWW.eXpoz.cz

Vlastni méreni a zaznam dat

1) Vlastni méfeni aktivity kataldzy provedté v sestavené aparatufe takto
a) Pfipravte si Sest zkumavek, které si oznacte jako 1, 2, 3,4, 5a 6.
b) Smisenim horké vody z varné konvice se studenou si pfipravte vodni lazen
o pozadované teploté. Teplota nemusi byt zcela presna. Pfehled provadénych
experimentti najdete v tabulce ¢. 1.

Zkumavka ¢. 1 2 3 4 5 6

Fosfatovy pufr [ml] 3 3 3 3 3 2

Vzorek z brambor. 1 1 1 1 1 1

hlizy [ml]

0,1 M NaF [ml] 0 0 0 0 0 1

3% H202 [ml] 3 3 3 3 3 3
Teplota vodni lazné 15 35 55 80 Vybrat optimalni | Vybrat optimalni
[°C] (piiblizné) (studena voda teplotu z exp. 1-4 | teplotu z exp. 1-4

z kohoutku)

¢) Do méfici zkumavky napipetujte 3 ml fosfatového pH pufru (7,1) a 1 ml pfipraveného
vzorku s katalazou.

d) Zkumavku vlozte do vodni lazné. Do vodni lazné vlozte také teplomér. Pfed dalsim
méfenim nechte vse 3—-5 minut odstat.

e) Reakci zahajte pfidanim 3 ml 3% roztoku peroxidu vodiku do , méfici zkumavky”.
Po pridani jesté znovu obsah zkumavky nasajte do pipety a znovu vypustte, aby doslo
k dostatecnému promichani.

f) Zkumavku uzaviete gumovou zatkou s napojenou hadickou vedenou k tlakovému ¢idlu.

g) Zaznamenavani dat zahajte kliknutim na tlacitko Record v dolni levé ¢asti aplikace
Capstone.

h) Pozorujte priibéh reakce. Zadznam zmény tlaku provadéjte minimalné 2 minuty.
Optimdlni doba zdznamu je vétSinou 2—6 minut.

i) Pro ukonceni méfeni tlaku kliknéte na tlacitko Stop.

j) Zreagovany obsah zkumavky pfelijte do kadinky s odpadem (zlikvidujte dle instrukci
pedagoga).

k) Meéfici zkumavku nékolikrat dobie proplachnéte destilovanou vodou. Vezméte
zkumavku oznacenou cislem 2 a cely postup zopakujte pro zbyvajici teploty (viz tabulka
v bodé 1b).

1) Vyberte teplotu, pfi niz probihala reakce nejrychleji (viz analyza namérenych dat),
a experiment pfi této teploté zopakuijte.
© Prvni opakovani provedte zcela identicky jako dfive.
o U druhého opakovani pipetujte do méfici zkumavky pouze 2 ml fosfatového pH pufru

(7,1) anavic pfidejte 1 ml 0,1 M roztoku NaF.
m) Naméfené tidaje vyhodnotte.

Analyza naméfenych dat

1) Typicky priibéh reakce je zobrazen na nasledujicim grafu. V priibéhu naseho méfeni
zaznamename vétsinou pouze tvodni linedrni ¢ast kiivky.

2) S vyuzitim naméfenych kfivek dopliite tabulku v pracovnim listu.

3) Pro kazdou ktfivku vyberte pomoci mysi (nastroj Select Range z horniho menu grafu) tu ivodni
cast, ktera je nejblize linearnimu pritbéhu. Nasledné zvolte z horniho menu grafu Fit —> Linear
a ze zobrazeného , Stitku” parametrti si do tabulky piepiste hodnotu smérnice (hodnota m).

4) Na zakladé velikosti smérnice oznacte v tabulce teplotu, pfi které probiha reakce nejrychleji.
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5) Porovnejte rychlost reakce bez NaF a s NaF. Pokud se hodnoty odlisuji, vypoctéte procentualni
zménu v aktivité v diisledku pfitomnosti NaF.

6) Nasledné vyneste do grafu hodnotu smérnice proti hodnotam teploty prostredi (vyuZijte
tabulkovy kalkulator, napt. MS Excel).

7) Své vysledky v SW Capstone si ulozte (nabidka File —> Save Experiment).

aktivita enzymu

’

! 4 v /4 . 4 e s
/ pfimka proloZena linearni ¢asti
4

Linear Fit
m ( Slope ) 0,0246 + 1,5E-5 ]
niercep =0,

r 1,00

Mean Squared Error 0,00156

Root MSE 0,0396

smérnici (strmost) pfimky
pouzijeme ke srovnani aktivit
katalasy pfi rliznych teplotach

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
|
t

Obr. 8: Ukazka analyzy grafu s vyuzitim vybéru linedrni ¢asti pro linedrni regresi.
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