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€ Zzafazeni do vyuky

Experiment je vhodné zafadit
v ramci uciva o enzymech, en-
zymové kinetice nebo o pro-
blematice funkce konkrétniho
enzymu — katalasy (pfedevsim
ochrana buriky pred pUsobenim
peroxidu vodiku).

@ Tip1

Uvedend varianta experimentu
sice studuje pH optimum kata-
lasy, ale analogickym zpGsobem
Jje moZné zameéfit se na aktivitu
enzymu v souvislosti s teplotou
(teplotni optimim) nebo koncent-
rac nékterych iontd (Ca?*). Stejné
tak je mozné studovat nekompe-
tetivni inhibici s vyuZitim napf.
Cu?* jontd. Dalsi moZnou varian-
tou je studium kinetiky katalasy
s vyuZitim riznych koncentraci
substrdtu.

Casovd naroénost
Dvé hodiny (2 x 45 min).

Cas se vztahuje k zdkladni uvede-
né varianté vcetné uvodni diskuse
a vyhodnoceni vysledkd. Pokud
zaddte teoretickou pfipravu napr.
samostatnou  domdci  formou
a pripravite vsechny potiebné roz-
toky, vletné pH pufrd, a na stu-
dentech zUstane pouze pfipra-
va vzorku s aktivnim enzymem
a mereni aktivity, je mozné konci-
povat ciceni jako jednohodinové.

€3’ Chemikalie

e Peoxid vodiku H,0,
R 22-41

$26-39

Souhrn:

Zdravi Skodlivy pfi poZiti. Nebez-
peci vazného poskozeni oci. Pri
zasaZeni oli okamZité dikladné
vypldchnéte vodou a vyhledej-
te lékarskou pomoc. PouZivejte
osobni ochranné prostredky pro
oci a oblicej.

Nebezpecnost: X,

Uvod

V nasledujicim laboratornim cviceni vyuziji studenti tla-
kové cidlo ke zjisténi aktivity enzymu katalasy. Enzymy
jsou biokatalyzatory, bez kterych by nemohla fungovat
zadna burika. Nas vybrany enzym se Ucastni rozkladu
peroxidu vodilu na vodu a kyslik. Protoze cinnosti to-
hoto enzymu vznika kyslik v plynné formé, mizeme
ke studiu aktivity enzymu pouzit tlakové cidlo.

Aktivita enzym0 je zavisla na celé radé faktord. V nasi
Uloze se pokusime zjistit, jak aktivita katalasy souvisi
s hodnotou pH prostredi, ve kterém se enzym nachazi.

Cile
Studenti by méli zvladnout:

e pouzit odpovidajiciinstrumentalni vybaveni (tlako-
vé Cidlo Pasco) ke studiu aktivity katalasy pfi riz-
ném pH,

e analyzovat a vyvodit zavéry z grafu ¢asové zmény
tlaku zaznamenané v pribéhu chemické reakce,

* nazakladé experimentalniho zjisténi urcit pH opti-
mum pro katalasu.
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Teoreticky uvod

V bunce je celd fada bilkovin (protein0) s nejrdznéj-
Si funkci. Jedny z velice ddlezitych bunécnych soucasti
bilkovinné povahy jsou enzymy. Enzymy jsou jendodu-
ché ¢&i slozené bilkoviny s katalytickou funkci. Proto
je oznalujeme jako takzvané biokatalyzatory. Katly-
zator je latka, ktera ovliviuje pridbéh chemické reakce,
a to tak, ze snizuje jeji aktivacni energii (E,) a dochazi
k urychleni chemické reakce. Enzymy tak v burice zod-
povidaji za fadu chemickych reakci, které by bez nich
za normalnich podminek vUbec neprobihaly. Studiem
enzymuU se zabyva predevsim biochemie. Oborem, kte-
ry je zaméreny primo na studium chovani enzymu je tzv.
enzymologie. V souvislosti s problematikou enzymo-
vych reakci si musime zavést nékolik zakladnich pojm0.
Latka, kterou enzym zpracovava, je oznacovana jako
substrat. Vznikajici latka je nazyvana produkt. Enzym
je Casto slozen z nékolika casti. RozliSujeme tzv. apoen-
zym, ktery ke své funkci potrebuje jesté urcitou nebil-
kovinnou cast, ktera se nazyva kofaktor. Apoenzym
s navazanym kofaktorem oznacujeme jako holoenzym.
Kofaktor je nejcastéji prosteticka skupina, koenzym,
nebo zde mUze hrat specifickou roli konkrétni iont.
Prosteticka skupina je v urcité fazi formovani vlastniho
enzymu trvale navazana na apoenzym (¢asto kovalent-
né), a tvori soucast aktivniho centra enzymu. Koenzym
je naopak soucasti, ktera je vazana docasné a zodpovida
napr. za prenosy elektrond pfi redoxnich reakcich (NAD,
FAD...). Jako koenzymy pfimo vystupuji také nékteré vi-
taminy. Mezi kofaktory z fad kationti patfi trebas ionty
Mg?*, Mn2*, Cu?*, Fe3*, nebo Fe-S komplexy.

Enzym, kterym se budeme v nasi Uloze zabyvat, se
jmenuje katalasa, a ma oznaceni EC 1.11.1.6. Zaklad-
ni funkci tohoto enzymu je preména peroxidu vodiku
na kyslik a vodu:

ZHzoz —> Oz + 2H20

Peroxid vodiku vznika pri fadé metabolickych reakci
(napr. fotorespirace, oxidace mastnych kyselin) a je pro
bunku Skodlivy. Proto je tfeba, aby se bunka vznikajiciho
peroxidu vodiku zbavila, a to je praveé Ukol pro katalasu.

e Dihydrogenfosforecnan
sodny NaH,PO,
a hydrogenfosforecnan
sodny Na,HPO,
Ldtka neni povazovdna za nebez-
pecnou. ProtoZe se fosforeCnany
podili na eutrofizaci vod, zabrarite
Jejich uniku do kanalizace.

Peroxid vodiku

H H

O0—~O

Peroxid vodiku je kapalina, ktera
ma lehce kyselé vlastnosti a je
silnym oxidacnim cinidlem. Ma
také silné bélici ucinky (odbarvo-
vani vlasd). Nejcastéji se pouziva
jako desinfek¢ni a oxidadni cini-
dlo. Pravé vinou svych silnych
oxidacnich UCinkd mdZze posko-
zovat buriku. Na druhou stranu
ho v urcitych pfipadech dokazi
vyuzit nékteré rostlinné burky
v boji proti patogenim.

Béhem druhé svétové valky
byl peroxid vodiku pouzivan
jako raketové palivo, napf. jako
jednoslozkové palivo — kataly-
tickym rozkladem vznikal pa-
roplyn (soucast motord raket
V2, popfipadé z pozdéjsi doby
tzv. ,raketovy pas" — ,rocket
belt* z bondovek). Po valce se
od pouziti peroxidu jako ,okys-
licovadla®, az na par vyjimek,
ustoupilo a misto toho se zacal
vyuzivat oxid dusicity, ktery je
ovsem prudce jedovaty. Vyuzi-
ti peroxidu vodiku v rakerové
technice v3ak nékde zUstalo
zachovéno (napf. motory RD
107/108, coz jsou hlavni motory
prvniho a druhého stupné ruské
rakety R7 v souasnosti znamé
ve své nejvykonnéjsi verzi jako
Sojuz U.).

MATERIALY PRO UCITELE e pH OPTIMUM ENZYMU KATALASY e CHEMIE e 3
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ﬁ Historie

Vyzkumem biokatalyzatord se za-
byvala fada vyznamnych védcd.
Mezi nimi byl také Louis Pasteur,
ktery zaved! pro biokatalyzatory
vyvoldvajici kvaseni pojem fer-
menty". Pasteur se domnival, ze
kvaseni je proces vazany na zivot.
Tuto domnénku vyvratil v samot-
ném zavéru devatenactého stoleti
némecky chemik Eduard Buch-
ner, ktery byl za svou praci oce-
nén roku 1907 Nobelovou cenou
za chemii.

Oznaceni ,enzym" pochazi z fecti-
ny a poprvé ho pouzil némecky
fyziolog a lékaf Wilhelm Kih-
ne roku 1878. Timto terminem
zacali byt pozdéji oznacovany
latky, které Stépily bilkoviny
mimo zivé buriky (napf. izolova-
ny pepsin).

Prvni zminka o katalase jako
urcité latce se objevuje v roku
1811. Louis Jacques Thénard,
objevitel peroxidu vodiku, po-
zoroval latku, ktera rozkladala
peroxid vodiku. Avsak az v roce
1900 popsal a pojmenoval tuto
ldtku Oscar Loew. Tento védec
zjistil pfitomnost katalasy u fady
rostlin i Zivocichd. V roce 1937
James B. Sumner vykrystaloval
katalasu izolovanou z hovézich
jater a v roce 1938 urcil jeji mo-
[arni hmotnost.

Aminokyselinova sekvence ka-
talasy byla publikovéna v roce
1969 a v roce 1981 byl vytvoren
jeji strukturni 3D model.

Eduard Buchner

Schéma stavby katalasy je na obrazku 1. Fungovani en-
zymu je schematicky znazornéno na obrazku 2.

bilkovinna ¢ast aktivni centrum

AN

AN

- J

nebilkovinna ¢ast
(koenzym, tvofeny
porfirynovym cyklem)

soucasti koenzymu je
kationt (Fe)

Obrazek 1 - schéma stavby enzymu katalasy

Nekatalyzovany teoreticky pribéh reakce

S S* P

A """"""""""" > A """""""""" g ﬂ ‘

substrét aktivovany rodukt
komplex P Y

Katalyzovany prabéh reakce

S
[ A substrat m \PTOdUth
E-S-P* E-P E

29 R -] - (- S

enzym komplex aktivovany komplex enzym
t enzym-substrat komplex enzym-produkt
EA S*
TN T T T T T T I **************
VE
E-S-P* o

. unekatalyzované
reakce je nutné prekonat
. tento energeticky val

u katalyzované reakce
je situace jina

Obrdzek 2 — schéma fungovdni enzymu
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Katalasa je tetramer skladajici se ze Ctyr polypeptidic-
kych retézcd, kazdy retézec cita pres 500 aminokyselin.
Model katalasy je na nasledujicim obrazku ¢. 3, jednotli-
veé retézce jsou odliSeny barevné.

Obrdzek 3 — 3D model enzymu katalasy

Vétsina enzym je dosti citliva na podminky, ve kterych
se vyskytuje. Aktivita enzymu se tak méni s celou radou
faktord (pH, teplota, pfitomnost dalsich latek, ...). My
se v nasi praci zamérime na to, jakym zpUsobem bude
ovliviovat aktivitu enzymu katalasy rdzné pH. Vyuzi-
jeme k tomu skutecnost, ze aktivitu enzymu mizeme
pfimo vztahnout k rychlosti probihajici reakce. Protoze
je pri reakci uvolfovan plynny kyslik, m0zeme ke sledo-
vani pribéhu reakce pouzit manometr. Cim vétsi bude
rychlost reakce, tim rychleji poroste méreny tlak. Pro-
toze je zavislost v urcité ¢asti linearni, prolozime touto
casti prfimku a ziskame jeji smérnici. Smérnice pro nas
bude za daného pH ,mirou" aktivity katalasy.
Vzhledem k snadné dostupnosti a jednoduchému zpra-
covani pouzijeme jako biologicky material — zdroj kata-
lasy — bramborové hlizy.

Na co je tfeba pH pufr?

K tomu, abychom udrzeli urcité
pH v prostfedi, kde bude nase
enzymova reakce probihat, po-
uzijeme tzv. pH pufr. Pufr, ne-
boli tlumivy roztok, je roztok
o takovém slozeni, které do-
kaze vyrovnavat urcité zmény
v koncentraci obsazenych latek
a udrzuje tak tuto koncentraci
na konstantni hodnoté. V na-
Sem pfipadé pouzijeme pufr,
ktery je schopen udrzovat staly
pomér koncentraci H;O* a OH-
iontd a tim udrzuje stalou hod-
notu pH. Mimo pH pufry existu-
je celd rada dalSich pufracnich
systém0 (napf. pro ionty Ca?,
Na*, ...).

Neni brambor jako
brambor

Pfi zjiStovani pH optima katalasy
mU0zeme dostat znacné odlisné
vysledky. Studované pH opti-
mum mUze ovlivnit fada faktord,
jako je tfeba doba a podminky
skladovani bramborovyvh hliz.

RUzné vysledky pracovnich tymd
ale mohou souviset také s nedo-
stateCnym vymytim pouzitého
laboratorniho nadobi. Katalasa
je velice Ucinné inhibovana rela-
tivné malymi koncentracemi téz-
kych kovU. Jako kriticka se ukaza-
la predevsim nutnost dOkladného
vymyti tfecich misek, které ¢asto
obsahovaly rizné tézko umytelné
pozUstatky predchozich labora-
tornich cviceni :-).

MATERIALY PRO UCITELE e pH OPTIMUM ENZYMU KATALASY e CHEMIE e o)
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' Slovnicek pojmU
ENZYM
APOENZYM
KOFAKTOR
HOLOENZYM
KATALASA
pHOPTIMUM

Viz pracovni list (ucitel).

.20 Prehled pomUcek
e pocitac s USB portem
e PASPORTUSB Link
(Interface) nebo Xplorer

e PASPORT tlakové
c¢idlo nebo chemicky
multisensor

e software DataStudio

e bramborova hliza

e H,0, (3% roztok)

e NaH,PO, (c=0,2 mol/l)

e Nay,HPO, (c=0,2 mol/l)

e tfeci miska s tlouckem

e gumova zatka s hadickou
pro napojeni tlakového
cidla

e zkumavky (2 ks), stredni

e kadinky 150 ml (4 ks)

e odmérny valec 100 ml

e pipety s balonkem (2 ks),
5ml, 10ml

e n0z, nbzky

e popisovac (lihovy fix)
e stojanek na zkumavky
e pracovni navod

e pracovnilist

e ochranné pracovni
pomdicky

Motivace studentu

Na Uvod si budeme demonstrovat funkci enzymd
na kazdém studentovi. Pfipravime na kosticky nakraje-
ny chléb a rozdame jej studentdm. Chléb rozzvykame
a budeme ho néjakou dobu v Ustech prevalovat. Samo-
zfejmé ze zakazeme spolknuti sousta.

K tomu abychom rozpoznali zmény staci asi 3 minuty,
ale nékdy i vyrazné méné. V nasledujich tfech minutach
mdzeme fici nékolik Uvodnich informaci o enzymech.
Pak prejdeme k tomu, jaka latka je predevsim obsazena
v pecivu, kdyz je jeho zakladem mouka, ktera ma pdvod
v obilnych zrnech. Studenti odvodi, Ze se jedna o Skrob
(polysacharid). Pfi konzumaci skrobu nemame sladky
chutovy vjem. OvSem nyni se studentd zeptame, jak je-
jich sousto chutna. Vétsina odpovi, Ze sladce. Jak je to
mozné? Ve slinach je obsazeny enzym, ktery se ucastni
stépeni Skrobu na jednodussi sacharidy, které jiz jako
sladké vnimame. Tento enzym je tzv. amylasa, a stu-
denti ho jisté znaji z biologie jako ptyalin. Uvodni ¢ast
mUzeme uzavrit tfreba tim, ze ukazeme bramborovou
hlizu a zminime katalasu jako enzym, jehoz vlastnosti
budeme nyni zkoumat.

Doporuceny postup

1. Kazda pracovni skupina obdrzi ,pracovni navod"
a kazdy student dostane ,pracovni list". Studenti si
nejprve prectou navod a teprve pak zacnou s pripra-
vou vlastniho experimentu.

2. Dopoucujeme, aby kazdy ¢len pracovni skupiny dostal
svUj speficky ukol. Pro tfi¢lennou skupinu napriklad:

e student 1 —vedouci tymu — rudi za to, ze skupina
bude pfi praci postupovat podle pracovniho navo-
du, koordinuje vyplfiovani pracovnich listd a vypl-
néné pracovni listy vybira (kazdy student si vyplni
sv0j pracovni list), dale pfipravi aparaturu potreb-
nou k méreni a systém PASCO k méreni tlaku
(spusténi PC a SW DataStudio, kontrola pripojeni
odpovidajiciho ¢idla, ovéreni funkénosti, ...),

6 o CHEMIE o pH OPTIMUM ENZYMU KATALASY e MATERIALY PRO UCITELE
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e student 2 — pripravi fosfatové pufry o riznych

hodnotach pH, @ Te2
. C .y Pokud chceme zajistit stejné pH
e student 3—zpracuje biologicky material (brambo- optimum pro studovanou Kata-
rovou h||'ZU) lasu u vsech pracovnich skupin, je
v. . vr ;v , vie wve o . vhodné pouzit pro vsechny stej-
3. Pripojte zafizeni pres USB rozhrani k pocitaci (viz nou bramborovou hlizu. Idealnije
obrazek 4). hlizu oloupat a celou zhomogeni-

zovat. Nasledné potom rozdélit
suspenzi jednotlivym skupinam.

— ‘:; %!" Tak by mél}/ vsechny skupiny sta-
=] novit stejné pH optimum.

PCUSB port

&

L] maowe \ ysB Link
=

Obrdzek 4 — pripojeni tlakového Cidla

4. Vyberte odpovidajici soubor DataStudia (15_en-
zym_katalasa_pH_optimum.ds) a pokracujte podle
postupu uvedeného v, pracovnim navodu".

Priprava ulohy

Nechte studenty vyplnit (za domaci Ukol nebo, pokud
mame dvouhodinové praktikum, na zacatku prace)
slovnicek a pfipravnou cast Ulohy v ,pracovnim listu®. Je
nezbytné, aby studenti tyto Casti vypracovali pred vlast-
ni experimentalni Cinnosti.

Zjistéte, jak studenti pripravnou cast ulohy vypracovali.

MATERIALY PRO UCITELE e pH OPTIMUM ENZYMU KATALASY e CHEMIE e 7
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Materialy pro studenty

,Pracovni navod" postupné provede studenty (,krok
za krokem") celou Ulohou.

,Pracovni list" slouzi studentdm k zaznamenani ziska-
nych dat, jejich analyze a pochopeni.

Z3dznam dat

Postup pfi zaznamenavani dat je popsan v ,pracovnim
listu". Upozornéte studenty na to, Ze pred vlastnim za-
pocetim méreni je treba Uloze opravdu porozumét.

Analyza dat

Namérena data pouziji studenti ke zodpovézeni otazek
v ,pracovnim listu".

Upozornéte studenty na souhrnné otazky. V ucitelské
verzi pracovniho listu jsou uvedeny typické odpovédi
studentd.

Syntéza a zaver

Po skonceni experimentalni cinnosti shrneme ziskané
poznatky o vlastnostech enzymi a zavislosti jejich ak-
tivity na pH prostredi. U rGznych enzym0 mize byt pH
optimum rdzné posunuté. | v pripadé katalasy mizeme
zjistit r0zné pH optimum. Typicky se hodnota pH opti-
ma u nami studované katalasy pohybuje v rozmezi 6,8
az 7,5.Zalezi ale na celé fadé faktord (teplota, pripadné
inhibitory, ¢ast pouzité hlizy, odrida brambor, ...). Po-
kud vSichni studenti nepracuji s jednou bramborovou
hlizou, musime pocitat s tim, ze vysledky se mohou lisit.
Zavedeme také diskusi i na dalSi mozné ovlivnéni aktivi-
ty enzym0 (viz teoreticka priprava ulohy). Studenti radu
z moznosti znaji z vlastni zkusenosti (denaturace pova-
renim, pouzitim desinfekéniho cinidla (napfr. formalde-
hyd), pouziti inhibitoru (napf. ionty tézkych kov0), atd.
Nezapomeneme také na zdUraznéni principu fungovani
enzymU jako biokatalyzatord, k ¢emuz je vhodné zno-
VU pouzit znazonéni reakéni koordinaty z teoretického
uvodu.

8 o CHEMIE o pH OPTIMUM ENZYMU KATALASY e MATERIALY PRO UCITELE
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Hodnoceni

(Viz drive uvedené cile.)

e Sestavili a pouzili studenti laboratorni zafizeni spravné?
e Postupovali korektné podle pracovniho postupu?

e Pochopili studenti princip fungovani enzyma?

e Vypracovali studenti spravné své ,pracovni listy"?

e Odpovida stanovena hodnota pH optima pro kata-
lasu hodnotam uvedenym v literature (hodnoté uve-
dené pedagogem)?

e Jsou studenti schopni zdUvodnit pfipadné rozpory
mezi predpokladanym a experimentalné zjisténym
vysledkem?

@ Internetové odkazy

g
Problematika katalyzy @V Pasco zdroje
http://en.wikipedia.org/wiki/Catalyst Na strankdch www.pasco.com
oL a www.pasco.cz naleznete fadu
Enzymy a jejich funkce dalgich zdrojo.

http://en.wikipedia.org/wiki/Enzyme

Enzymova katalyza
http://en.wikipedia.org/wiki/Enzyme_kinetics

O enzymu katalase
http://en.wikipedia.org/wiki/Catalase

Peroxid vodiku
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen_peroxide

MATERIALY PRO UCITELE e pH OPTIMUM ENZYMU KATALASY e CHEMIE e 9
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pas/Zi

CHEMIE

laboratorni cviceni €. 15

15

pH optimum enzymu Katalasy (navod)

e CHEMIE

Zadani ulohy

Prostudujte enzym katalasu pochazejici z bramborové hlizy. Zamérte se na stu-
dium aktivity katalasy v prostredi s riznym pH. Z namérenych hodnot stanovte
pro kaltalasu pH optimum, tj. pH pfi kterém vykazuje katalasa nejvétsi aktivitu

(katalyzovana reakce probiha nejrychleji).

PomuUcky

pocitac s USB portem
PASPORT USB Link (Interface)
nebo Xplorer

PASPORT tlakoveé cidlo nebo
chemicky multisenzor
software DataStudio
bramborova hliza

H,0, (3% roztok)

NaH,PO, (c = 0,2 mol/l)
Na,HPO, (c = 0,2 mol/l)

treci miska s tlouckem
zkumavky (2 ks), stfredni

kadinky 150 ml (4 ks)
odmérny valec 100 ml
pipety s baldnkem (2 ks),
5ml, 10ml

gumova zatka s hadickou pro
napojeni tlakového cidla
n0z, nOzky

popisovac (lihovy fix)
stojanek na zkumavky
pracovni navod

pracovni list

ochranné pracovni pomdcky
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Bezpecnost prace

Pracujte peclivé a v souladu s pracovnim navodem. S che-
mikaliemi zachazejte vzdy dle instrukci pedagoga. Nikdy
nepipetujte usty (vZdy pouzivejte baldnek). V laboratori
pouzivejte ochranné bryle, pldst a pripadné dalsi pomicky
v souladu se spravnou laboratorni praxi.

Teoreticky uvod

V burice je cela fada bilovin (protein0) s nejriznéjsi funkci. Jedny z velice ddlezitych
bunécnych soucasti bilkovinné povahy jsou enzymy. Enzymy jsou jendoduché (i
slozené bilkoviny s katalytickou funkci. Proto je oznacujeme jako takzvané bio-
katalyzatory. Katlyzator je latka, kterd ovliviiuje pribéh chemické reakce, a to tak,
Ze snizuje jeji aktivacni energii (£,) a dochazi k urychleni chemicke reakce. Enzymy
tak v bunce zodpovidaji za fadu chemickych reakci, které by bez nich za normalnich
podminek vibec neprobihaly. Problematikou enzym0 se zabyva predevsim bioche-
mie. Oborem, ktery je zaméreny pfimo na studium enzymu je tzv. enzymologie.
V souvislosti s problematikou enzymovych reakci si musime zavést nékolik zaklad-
nich pojm0. Latka, kterou enzym zpracovava, je oznacovana jako substrat. Vznika-
jici latka je nazyvana produkt. Enzym je Casto slozen z nékolika ¢asti. RozliSujeme
tzv. apoenzym, ktery ke sve funkci potrebuje jesté urcitou nebilkovinnou cast, ktera
se nazyva kofaktor. Apoenzym s navazanym kofaktorem oznacujeme jako holoen-
zym. Kofaktor je nejcastéji prosteticka skupina, koenzym, nebo zde mdze hrat spe-
cifickou roli konkrétni iont. Prosteticka skupina je v urcité fazi formovani vlastniho
enzymu trvale navazana na apoenzym (Casto kovalentné), a tvori soucast aktivniho
centra enzymu. Koenzym je naopak soucasti, ktera je vazana docasné a zodpovida
napfr. za prenosy elektronU pfi redoxnich reakcich (NAD, FAD...). Jako koenzymy pfi-
mo vystupuji také nékteré vitaminy. Mezi kofaktory z fad kationtd patfi tfreba ionty
Mg?*, Mn?*, Cu?*, Fe3*, nebo Fe-S komplexy.

Enzym, kterym se budeme v nasi Uloze zabyvat, se nazyva katalasa, a ma oznaceni
EC 1.11.1.6. Zakladni funkci tohoto enzymu je preména peroxidu vodiku na kyslik
avodu:

2H,0, —> O, + 2H,0 H\ H

Peroxid vodiku vznika pFI rade O_O H,0, — strukrurni vzorec
metabolickych reakci (napf. fo-

torespirace, oxidace mastnych

kyselin) a je pro bunku skodlivy.

Proto je tfeba, aby se bunka vzni-

kajiciho peroxidu vodiku zbavila,

a to je pravé ukol pro katalasu. H;0; ~ 3D model

12 o CHEMIE o pH OPTIMUM ENZYMU KATALASY e PRACOUNi NAVOD
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Schéma stavby katalasy je na obrazku 1. Fungovani enzymu je schematicky znazor-
néno na obrazku 2. Katalasa je tetramer skladajici se ze Ctyr polypeptidickych retéz-
cU, kazdy retézec citd pres 500 aminokyselin. Prostorovy model katalasy je na ob-

razku 3, jednotlivé fetézce jsou odliseny barevné
Obrazek 1:

Schéma stavby
podjednotky

enzymu katalasy

bilkovinna cast aktivni centrum

nebilkovinna ¢ést
(koenzym, tvoreny
porfirynovym cyklem )

soucasti koenzymu je
kationt (Fe)

Nekatalyzovany teoreticky pribéh reakce
S S* P
A ---------------------- > A ------------------- > y ‘
substrat atgvmoglzzy produkty
Katalyzovany priibéh reakce
S
[ A substrat m \produkty
E-S-P* E-P E

Al A~

AT SR

komplex
enzym-substrat

enzym

{

komplex
enzym-produkt

aktivovany
komplex

enzym

E A

. unekatalyzované
reakce je nutné prekonat
! tento energeticky val

\ . u katalyzované reakce
je situace jind

y

Obrazek 3:
3D model
enzymu
katalasy

Obrazek 2a:
Schéma
nekataly-
zované
reakce

Obrazek 2b:
Schéma
kataly-
zovaného
pruobehu
reakce

Obrazek 2c:
Reakéni
koordinata
pro nekataly-
zovanou

a kataly-
zovanou
reakci
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Vétsina enzym je dosti citliva na podminky, ve kterych se vyskytuje. Aktivita enzy-
mu se tak méni s celou fadou faktord (pH, teplota, pritomnost dalSich latek, ...). My
se v nasi praci zaméfime na to, jakym zpUsobem bude ovliviiovat aktivitu enzymu
katalasy prostredi s rznou hodnotou pH. Vyuzijeme k tomu skutecnost, ze aktivitu
enzymu mUzeme primo vztahnout k rychlosti probihajici reakce. Protoze je pfi reak-
ci uvolfiovan plynny kyslik, mdzeme ke sledovani pribéhu reakce pouzit manometr
(tlakomér). Cim vétsi bude rychlost reakce, tim rychleji poroste méfeny tlak. Pro-
toze je zavislost v urcité Casti linearni, prolozime touto casti pfimku a ziskame jeji
smérnici. Smérnice pro nas bude za daného pH ,mirou" aktivity katalasy.

K tomu, abychom udrzeli urcité pH v prostredi, kde bude nase enzymova reakce pro-
bihat, pouzijeme tzv. pH pufr. Pufr, neboli tlumivy roztok, je roztok o takovém slo-
zeni, které dokaze vyrovnavat urcité zmény v koncentraci obsazenych latek a udr-
zuje tak tuto koncentraci na konstantni hodnoté. V nasem pripadé pouzijeme pufr,
ktery je schopen udrzovat staly pomér koncentraci H;O* a OH- iontd a tim udrzuje
stalou hodnotu pH.

Vzhledem k snadné dostupnosti a jednoduchému zpracovani pouzijeme jako biolo-
gicky material — zdroj katalasy — bramborové hlizy.

1. V nasledujicim praktickém cviceni prostudujte aktivitu enzymu katalasy v pro-
stfedi s riznym pH.
2. Z namérenych hodnot stanovte pH optimum pro kaltalasu.

Priprava Ulohy (prakticka pfiprava)

Nejprve zpracujte slovnicek a teoretickou pfipravu na ,pracovnim listé" a teprve
potom zacnéte pracovat v laboratofi.

Postup prace

Nastaveni HW a SW

1. Pripojte tlakové cidlo pres USB rozhrani (PASSPORT USB interface nebo Xplorer)
k pocitadi. Tim se automaticky otevre konfiguracni dialog.

pa—
y &

2. Vyberte a otevrete odpovidajici konfiguracni soubor DataStudia
15_enzym_katalasa_pH_optimum.ds

Poznamka: Konfiguracni soubory automaticky oteviou potrebna okna a nastavi
vychozi parametry (rychlost snimkovani atd.). V této uloze budete mérit pouze

14 o CHEMIE o pH OPTIMUM ENZYMU KATALASY e PRACOUNi NAVOD
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pomoci tlakového cidla. V pripadé, ze pouzivame nékteré z multisenzorovych re-
Seni, budeme ostatni ¢idla ignorovat (nebudeme je do Ulohy pridavat).

Priprava méreni
1. Pred zapocetim prace si prectéte cely ,pracovni navod".
2. Sestavte jednoduchou aparaturu, kterou budeme k provedeni experimentu
potfebovat.
|. Na stojan uchytime kfizovou svorku a do ni drzak na zkumavky.

ll. Pred upnutim zkumavky do drzaku ji dobfe zkontrolujeme. Zkumavka nesmi
vykazovat znamky poskozeni (napf. jemné praskliny na dné).

lll. Pfipravime si gumovou zatku, kterou mdzeme zkumavku tésné uzavrit. Zat-
ka musi byt provrtana a tésné osazena spojovacim dilem umoznujicim pfipo-
jeni hadicky. Hadicka ma na druhém konci osazeny spojovaci dil pro pfipoje-
ni tlakového cidla.

el S o

Koncovky na hadicce A

cidlo

Tlakové X USB Link —— PcusBport

Zapojeni tlakového Cidla — sestavenad aparatura

IV. Na zavér je vhodné provést test tésnosti pripravené aparatury!

PRACOUNi NAVOD e pH OPTIMUM ENZYMU KATALASY e CHEMIE o 15
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3. Pripravte si nasledujici pH pufry:

|. Na pracovni plochu si pfipravte ¢tyri 150 ml kadinky. Kadinky si popiste hod-

notami pH budoucich pufrd: 5,7 -6,5-7,1-8,0.

ll. Podle nasledujici tabulky pfipravte roztoky pufrd:

Oznaceni kadinky: pH5,7 pH 6,5 pH7,1 pH 8,0
Objem 0,2 M NaH,PO,, 93,5ml 68,5 ml 33ml 5,3ml
Objem 0,2 M Na,HPO, 6,5ml 31,5ml 67 ml 94,7 ml

V pripadé, ze mate k dispozici pH elektrodu, mizete mérenim hodnotu pH
ovérit a zapsat si presné zmérenou hodnotu pH. (Nezapomerite, Ze pH elek-
trodu je treba pred vlastnim mérenim zkalibrovat pomoci komercné dodava-
nych kalibracnih pH pufrd!)

4. Priprava roztoku (suspenze) obsahujiciho katalasu:

Z vnitini casti bramborové hlizy odfizneme cast asi o hmotnosti 4g. Kousek
rozfezeme na co nejmensi kousicky a z nich navazime 3 g.

. Navazené malé nafezané kousky nasledné nasypeme do Cisté, peclivé vymy-

té, treci misky.

. Do treci misky pfidame 3 ml pfipraveného fosfatového pufru (pH 7,1) a dopl-

nime 27 ml vody.

Poté rozetfeme obsah treci misky na jemnou fidkou kasi, kterou prelejeme
do vétsi zkumavky a nechame alespon 10 minut odstat. Tim dojde k usazeni
vétSich kouskd na dné zkumavky.

Tip: Pokud mdte k dispozici centrifugu, miZete usazovani vyrazné urychlit tim,
Ze pripraveny vzorek pri mirnych otackach zcentrifugujete.

Horni neusazenou cast pouzijeme v dalSim kroku jako vzorek, obsahujici
mimo jiné i nas studovany enzym — katalasu.

Vlastni méreni (zaznam dat)

Vlastni méreni aktivity katalasy provedeme v sestavené aparature

Pfipravime si Ctyri zkumavky, které si oznacime odpovidajici hodnotou pH.

Do zkumavek napipetujeme postupné 3 ml zvoleného pH pufru a priddme 1 ml
pripraveného vzorku s katalasou. Pred dalsSim méreni nechame vse 3-5 minut

Vezmeme zkumavku s hodnotou pH 5,7 a obsah prepipetujeme do zkumavky
uchycené na stojanu, ve které bude probihat méreni tlaku uvolfovaného kysliku

1.
2.
odstat pri pokojové teploté.
3.
(aktivity katalasy).
4.

Reakci zahajime pfidanim 3 ml 3% roztoku peroxidu vodiku do ,méfici zkumav-
ky". Po pfidani jesté znovu obsah zkumavky nasajeme do pipety a znovu vypus-
time, ¢imz dojde k dostate¢nému promichani.

16 o CHEMIE o pH OPTIMUM ENZUMU KATALASY e PRACOUNi NAVOD
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5. Zkumavku uzavieme gumovou zatkou s napojenou hadickou vedenou k tlako-

vému Cidlu.
6. Zaznamenavani dat zahajte kliknutim na tladitko Start (* Stat |).

7. Pozorujte pribéh reakce. Zaznam zmény tlaku provadéjte minimalné 3 minuty,

(nebo pripadné tak dlouho, az se dosazeny tlak ustali).

Optimdlni doba zdznamu je vétsinou 3—6 minut.
8. Pro ukonceni méreni tlaku kliknéte na tlacitko Stop (& stop |).

9. Zreagovany obsah zkumavky zlikvidujte dle instrukci pedagoga.

10. Méfici zkumavku nékolikrat dobre proplachnéte. Vezméte zkumavku oznace-
nou hodnotou pH 6,5 (viz bod 3) a cely postup zopakujte. Stejné tak postupujte

propH7,1apHS§,0.

Analyza namérenych dat

1. Typicky prdbéh reakce je zobrazen na nasledujicim grafu. V prdbéhu naseho mé-

feni zaznamename vétsinou pouze Uvodni linearni cast krivky.

A

tlak

4
’

4
/ pfimka proloZena linearni ¢asti
4

Linear Fit
o |m (Slope ) 0,0246 + 1 5E-B
b (Y Intercept ) 99 1+ 00035
1,00

r
Mean Squared Error  0,00156

Root MSE 0,0396

smérnici (strmost) pfimky
pouzijeme ke srovnani aktivit
katalasy pfi riznych hodnotéach pH

t=180s

2. Svyuzitim namérenych krivek doplnte tabulku v ,pracovnim listu®.
3. Prokazdou kfivku vybereme pomocimysitu Uvodni ¢ast, ktera je nejblize linearni-
mu pribéhu. Nasledné zvolime z horniho menu grafu Fit—> Linear Fit a ze zobra-

zeného ,stitku" parametrd si do tabulky prepiSeme hodnotu smérnice.

PRACOUN] NAVOD e pH OPTIMUM ENZUMU KATALASY e CHEMIE o 17
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4. Na zakladé velikosti smérnice oznacte v tabulce to pH, pfi kterém probiha reakce
nejrychleji.
5. Nasledné vyneste do grafu hodnotu smérnice proti hodnotam pH prostredi.

6. Své vysledky v DataStudiu ulozte (nabidka File —> Save Activity As...) na misto,
které mate vyhrazeno k ukladani svych soubor0.

7. Odpovézte na otazky v ,pracovnim listu".
8. Dle instrukci ucitele uklidte své pracovni misto.

18 o CHEMIE o pH OPTIMUM ENZYMU KATALASY e PRACOUNi NAVOD
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CHEMIE 'IS

laboratorni cviceni €. 15

pH optimum enzymu Katalasy
pracovni list (ucitel)

Slovnic¢ek pojmuU

S vyuzitim dostupnych zdrojd vysvétlete nasledujici pojmy:

Enzym:

Enzymy jsou jendoduché ci sloZzené bilkoviny s katalytickou funkci. Proto je ozna-
cujeme jako takzvané biokatalyzdtory. Katlyzator je latka, kterd ovliviiuje pribéh
chemické reakce, a to tak, zZe ovlivni jeji aktivacni energii (E,) — dochdzi k urychleni
chemické reakce.

Apoenzym:

Apoenzym je hlavni bilkovinna cast enzymu, ktery ke své funkci potrebuje casto
Jjesteé urcitou nebilkovinnou cast.

Kofaktor:

Nebilkovinnd soucdst enzymu. Kofaktor je nejcastéji prostetickd skupina, koenzym,
nebo zde mize hrat specifickou roli konkrétni iont. Prostetickd skupina je v urcité
fazi formovani vlastniho enzymu trvale navdzdna na apoenzym (Casto kovalent-
né), a tvori soucast aktivniho centra enzymu. Koenzym je naopak soucasti, ktera
je vazana docasné a zodpovidd napr. za prenosy elektrond pfi redoxnich reakcich
(NAD, FAD...). Jako koenzymy pfimo vystupuji také nekteré vitaminy. Mezi kofak-
tory z fad kationtd patfi treba ionty Mg2*, Mn2*, Cu?*, Fe3*, nebo Fe-S komplexy.

PRACOUNI LIST (UCITEL) ® pH OPTIMUM ENZYMU KATALASY e CHEMIE o 19
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Holoenzym:

Apoenzym s navazanym kofaktorem oznacujeme nékdy jako holoenzym.

Katalasa:

Katalasa je enzym s oznacenim EC 1.11.1.6 a je obsaZen prakticky v kazdé burice. Za-
kladni funkci tohoto enzymu je pfeména peroxidu vodiku na kyslik a vodu. Peroxid vo-

diku vznika pri fadé metabolickych reakci a je pro buriku skodlivy. Proto je tfeba aby se
burika vznikajiciho peroxidu vodiku zbavila, a to je praveé ukol pro katalasu.

pH optimum:
Jako pH optimum je oznacovdno takové pH, pri kterém je aktivita enzymu nejvetsi.

Teoreticka priprava ulohy

1. Jednazrolibilkovin v burice je pravé funkce biokatalyzatord —enzymu. Jaké dalsi
role bilkoviny maji?
Proteiny hraji celou radu duilezitych roli. Mezi né patii napr.: strukturni protei-
ny (mechanickd opora), pohybové proteiny (pohyb uvnitf bunék a celych bunék
i celych tkani), zdsobni proteiny (skladovani molekul a iontd), transportni pro-
teiny (prenos malych molekul), receptorové proteiny (detekce chemickych a fy-
zikdlnich signald), requlacni proteiny (aktivace a deaktivace — napr. transkripce
DNA), signdlni proteiny (prenos signald), specidlni proteiny (napr. protimrazo-
vé), a dalsi.
2. Zjakych typickych casti se m0ze enzym skladat?
Popiste a zakreslete.
Funkcni enzym je asto tvoren bilkovinnou &asti, tzv.
apoenzymem, a ¢asti nebilkovinnou, tzv. kofaktorem. baermmontag o

porfirynovym cyklem)

3. Ktery z graf( zachycuje pribéh katalyzované a nekatalyzované reakce?

Doplnte volna policka o popisky. Popisky jsou uvedeny v ramecku pod obéma
grafy (pozice nesouvisi s konkrétnim grafem).

Reseni: ¢ )

Reakce katalyzovana Reakce nekatalyzovand
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4. Proc probiha katalyzovana reakce vyrazné rychleji nez reakce nekatalyzovana?

Princip katalyzdtoru spociva v tom, Ze cela reakce je vedena ,jinou cestou".
Na této cesté je rada mezistuprid (prechodnych stavi/komplexd), a aktivacni
energie téchto dilcich ,etap cesty" je vyrazné nizsi, nez aktivacni energie nekata-
lyzované reakce. Casto nalezneme v literature formulaci, Ze pisobenim kataly-
zatoru dojde ke sniZeni aktivacni energie.

Pro snazsi pochopeni miZzeme studentim uvést priklad ze sportovni ,praxe". Po-
kud bude na prekazkové drdze stdat 3 m vysokd prekdzka, nikdo z bézci ji nemize
prekonat. Vezmeme-li ale motorovou pilu (takovy nds ,katalyzdtor") a vyrobime
tri 1 metrové prekdzky, nebude s nimi mit Zadny s bézcu problém.

Diky vyse uvedenému probihd katalyzovana reakce podstatné rychleji nez reak-
ce nekatalyzovand.

Vizualizace namérenych dat

1. Zakreslete krivky zmény tlaku pfi rdznych hodnotach pH. Krivky by mély vystiho-
vat rozdily v rychlosti (aktivité katalasy pfi rGznych pH).

A pH5T
% pHES
+ pH71
& pH 3,0

107,51

107,0

1065

106,0

1055

105,0

1045

Pajde % A&

> 104,0
=

Absolute Pressur
i N pn
(=} (=] (=]
M w w
[5,] o o

1020

1015

101,0 o

100,5 et

1000

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
Time(s )

2. Bylo mozné pribéh reakce sledovat vizualné? Slo by posoudit rozdily v aktivité
pri rznych pH bez méreni zmény tlaku?
Ano, bylo mozné primo pozorovat uvolnujici se plynny kyslik ve formé bublinek.
Rozdily v intenzité vSak byly malé, a tak by bez méreni tlaku nebylo mozné pH
optimum jednoznacné stanovit.
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Vyhodnoceni nameérenych dat

1. S vyuzitim DataStudia prolozte Uvodni linearni ¢asti jednotlivych namérenych
krivek primku a vyplite nasledujici tabulku:

110 4 A ‘_)H 5_‘: Linear Fit
¥ pHES m( Slope ) 0,0246 = 1,565
+ pH71 b (Y Intercept ) 99,1+ 0,0035
100 ] % pH 3,0 r 1,00
Mean Squared Error  0,00156
Root MSE 0,0396
108 - /
Linear Fit /
m ( Slope ) 00177+ 17E-5
b (Y Intercept ) 100, £ 0,0038
1077 r 0,999
Mean Squared Error 0,00184
Root MSE 0,0429
& 106
+
*
:105-
= Linear Fit
= m ( Slope ) 0,0118 = B,0E6
T 104 b (Y Intercept ) 99,0+ 0,0018
@ r 1,00
@ Mean Squared Error 000
& 403 Root MSE 0,0205
=
=)
3
< 102 |
Linear Fit
104 m { Slope ) 0,0126 + 7,6E6
b (Y Intercept) 99 4+ 0,0017
r 1,00
i Mean Squared Error 000
100 Root MSE 00194
99
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650

Time(s )

pH prostredi | Smérnice prolozené primky (aktivita) | Jde o pH optimum?
5,7 0,0126 ne
6,5 0,0118 ne
7,1 0,0246 ano
8,0 0,0177 ne

2. Sestrojte graf zavislosti aktivity enzymu na pH prostredi.
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Zaver

1.

Jaka je hodnota vaseho zjisténého pH optima katalasy?
RUzné odpovédi, typicky v rozmezi 6,8—7,5. V nasem ukazkovém pripadé pH = 7,1.

. Odpovida tato hodnota predpokladu (hodnotam uvedenym v literature)?

RGUzné odpovédi podle zjisténé hodnoty. V nasem pripadé ANO, odpovidd.

. Jaké faktory mohly pfi stanoveni aktivity vas vysledek zkreslit?

Vétsina enzymu je dosti citlivd na podminky, ve kterych se vyskytuje. Aktivita
enzymu se tak méni's celou fadou faktord (pH, teplota, pritomnost dalsich latek
v roztoku, ...). Kritickym faktorem tak mohla byt Cistota pouZitého chemického
nadobi, kdy i nepatrné zbytky nékterych ldtek mohou aktivitu vyrazné ovlivnit.
Stejné tak mohl vysledek zkreslit faktor stari (a zpdsob skladovani) bramboro-
vych hliz, nebo vlastni odrdda brambor.

Enzym rozkladajici peroxid vodiku (katalasa) je pfitomny témér ve vSech bun-
kach aerobnich organismd. Vysvétlete proc?

Peroxid vodiku vznika pri radé metabolickych reakci a je pro buriku skodlivy. Pro-
to je treba aby se burika vznikajiciho peroxidu vodiku zbavila, a to je Ukolem pro
katalasu. Je tedy zrejmé, Ze takovyto (nebo podobny) enzym bude treba v kazdé
burice.

Kdy fekneme o néjaké latce, Ze vystupuje v ramci chemického déje jako katalyzator?
Klasicky katalyzdtor je ldtka, kterd do reakce vstoupi, ovlivni jeji prdbéh (rychlost

reakce) a na konci reakce vystupuje z reakce v nezménené podobé. Princip ovliv-
néni pribéhu reakce spociva v ovlivnéni aktivacni energie (viz drive).
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Pracovunt list studenta

skupina:......ceeeeeeennneen.

Slovnicek pojmuU

S vyuzitim dostupnych zdrojd vysvétlete nasledujici pojmy:
Enzym:

Apoenzym:

Kofaktor:

Holoenzym:
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Katalasa:

pH optimum:

Teoreticka priprava Ulohy

1. Jedna z roli bilkovin v burice je funkce biokatalyzatord — enzym0. Jaké dalsi role
bilkoviny maji?

2. Zjakych typickych casti se m0ze enzym skladat? Popiste a zakreslete.
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3. Ktery z grafd zachycuje pribéh katalyzované a nekatalyzované reakce?
Doplnte volna policka o popisky. Popisky jsou uvedeny v ramecku pod obéma
grafy (pozice nesouvisi s konkrétnim grafem).

EA EA

Q

s ES §* 5 P EP P ESP |

y
y

Reakce Reakce

4. Proc probiha katalyzovana reakce vyrazné rychleji nez reakce nekatalyzovana?
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Vizualizace nameérenych dat

1. Zakreslete kfivky zmény tlaku pfi rdznych hodnotach pH. Kfivky by mély vystiho-
vat rozdily v rychlosti (aktivité katalasy pfi rGznych pH).

2. Bylo mozné pribéh reakce sledovat vizualné? Slo by posoudit rozdily v aktivité
pfi riznych pH bez méreni zmény tlaku?
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Vyhodnoceni namerenych dat

1. S vyuzitim DataStudia prolozte Uvodni linearni ¢asti jednotlivych namérenych
krivek primku a vyplite nasledujici tabulku:

pH prostredi

Smeérnice prolozené primky (aktivita) | Jde o pH optimum?

5,7

6,5

7,1

8,0

2. Sestrojte graf zavislosti aktivity enzymu na pH prostredi.

A

5,7

6,5 7.1 8,0 pH

Zaver

1. Jaka je hodnota vaseho zjisténého pH optima katalasy?
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2. Odpovida tato hodnota predpokladu (hodnotam uvedenym v literature)

3. Jaké faktory mohly pri stanoveni aktivity vas vysledek zkreslit?

4. Enzym rozkladajici peroxid vodiku (katalasa) je pritomny témér ve vsech buni-
kach aerobnich organismd. Vysvétlete proc?

5. Kdy rekneme o néjaké latce, ze vystupuje v ramci chemického déje jako katalyzator?
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