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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
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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
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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!
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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.
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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.
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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.
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