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1 Uvod

[1] Kataldza je enzym vyskytujici se naptiklad v nékterych bézné dostupnych potravindch
¢i krvi, ktery mj. katalyzuje reakci premény peroxidu vodiku na kyslik a vodu (1).

Hy04 — HyO + O (1)

2 Dikaz kysliku

Z reakce 1 vystupuje kyslik O, jako jeji plynny produkt. V praxi lze pii nadbytku substratu
pozorovat uvolnujici se bublinky z latky obsahujici enzym, které stoupaji smérem ke
hladiné, kde se uvolni.

Dukaz kysliku provedeme za pomoci védomosti o jeho tucincich. Kyslik je nezbytnou
slozkou rychlé oxidace - hoteni, kde vystupuje jako oxidac¢ni ¢inidlo a reaguje s palenou
latkou za vzniku plamene (tedy velkého mnozstvi tepla a svétla). Principem experimentu
je tedy pozorovani horeni, resp. intenzity produkovaného svétla. Pokud se plamen po-
zorovatelné zvétsi oproti horeni v bézné atmosfére, je kolem plamene vyssi koncentrace
kysliku, coz by dokazalo, ze reakce opravdu probiha tak, jak jsme ji teoretiky popsali.

Do Erlenmeyerovy banky jsme vlozili cca 50ml 40% peroxidu vodiku a 5 g brambory.
Okamzité jsme pozorovali bublinky stoupajici ke hladiné. Na vzduchu jsme si zapalili
Spejli, po nékolika vterinach jsme ji sfoukli a jesté doutnajici jsme ji vlozili nad hladinu do
banky. Spejle zacala opét hofet. To je jasnym dikazem piftomnosti kysliku jako produktu
reakce 1.

3 Stanoveni latky s nejvyssi koncentraci katalazy
P1i stanovovéani koncentrace (resp. jejich poméru v ruznych latkédch) jsme vychézeli z toho,

ze latka obsahujici enzym slouzi jako katalyzator. Pokud tedy nechame reakci probihat
napt. 1 minutu a pak zmérime objem vyprodukovanych plyntu béhem této minuty, dokdzeme
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tim stanovit relativni koncentrace katalazy v jednotlivych latkach. Mérime tedy vlastné
rychlost reakce: ¢im vétsi rychlost, tim vétsi koncentrace katalyzatoru (katalazy) ve vstupni
latce.

Jako potencidlni latky s vysokou koncentraci kataldzy jsme zvolili bramboru, kiwi
a kvasnice.

Prvnim napadem pro velmi hrubé stanoveni koncentraci byl jednoduchy balének pripevnény
na Erlenmeyerovu banku. Do balénku jsme nalili vzdy stejny objem 40% H2Os, do banky
konstantni mnozstvi latky, u které chceme zjistit koncentraci, balonek jsme pfipevnili na
banku tak, aby se do ni peroxid jesté nevylil a po dukladném pfipevnéni jsme obé latky
smichali. Tuto reakci jsme provedlii se vSemi tfemi latkami. Kvasinky z ni vysly nejlépe
- balének se sice nafoukl opravdu hodné, ale zato za mnohem kratsi ¢as, nez 1 minuta.
Proto jsme museli pfistoupit ke kvantitativnéjsimu feSeni problému.

Obrazek 1: Experiment s balénkem

Rozhodli jsme se jimat objem plynu reakce do odmérného valce ponotfeného ve vanicce
obsahujici kohoutkovou vodu. Celou aparaturu prehledné znazornuje obrazek 2.

Do frakéni banky jsme vlozili 1 g analyzované latky a do délici nalevky jsme si pripravili
20 ml 5 % H,0,. Problém této aparatury tkvi v tom, ze po vyteceni veskerého peroxidu
do banky ma soustava snahu nasat vzuch do valce z okolni atmosféry pres otevieny ventil
délici nalevky a tim vyrovnat rozdil hladin ve valci a ve vanicce. Tomu je zapotiebi
zabranit. My jsme to délali tak, ze jsme uzavér zavreli ihned po vyliti veskerého peroxidu
a zacali mérit od rysky, na které v tomto momenté byla hladina vody. Resp. jsme vzdy na
stopkach pocitali ¢as potrebny k produkci napt. 50 ml plynu. Valec mél kapacitu 250 ml
s prvni ryskou na 50 ml.

Teorie tika, ze rychlost reakce je zavisla také na pH. Potiebovali jsme sjednotit pH
vSech latek, u kterych urcujeme koncentraci enzymu, protoze napt. kiwi ma pomérné
odlisné pH od brambory. K tomu jsme pouzili fosfatovy pufr. Namichali jsme si ho
z KoHPO, a KHy PO, podle Hendersonovy-Hasselbalchovy rovnice [2].

C
pH = pK + log,, <—K2HPO4> (2)
CK HyPO4

Stanovili jsme si pozadovany objem pufru, vypocetli pomér mnozstvi dvou slozek pufru
a podle molarni hmotnosti stanovili jejich gramaz. Pak uz jsme jen vyrobili pufr.

Do experimentu vstupovalo vzdy 20 ml pufru s pH 7, 20 mi 5 % H2O5 a 1 g analyzované
latky:.
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Obrazek 2: Aparatura na jimani plynu

Po chvili se ukazalo, ze jedina latka s vysledky pozorovatelnymi v rozumném case
jsou kvasnice. Kiwi a brambora obsahovaly tak mélo enzymu, Ze jsme sice vidéli bublinky
kysliku, ale objem produktu byl pod méritelnost odmérnym valcem v rozumném case.
Latkou s nejvyssi koncentraci katalazy jsou tedy kvasnice.

Pro tplnost prikladdme namétena data v tabulce 1.

4 Parametry reakce

[3] Teorie enzymatické kinetiky fika, ze vliv na rychlost reakce ma jeji teplota a pH.

4.1 Teplota

Se zvysujici teplotou roste rychlost reakce podle prirozeného pravidla, které tika, ze ob-
jekty s vétsi teplotou maji vetsi energii, rychleji se pohybuji a snéze reaguji. To dokazuji
napfiklad ndmi namérend data 2. Teorie Tikd, Zze s klesajici teplotou by méla rychlost
reakce klesat, to jsme ale neovérovali, protoze jsme neméli vhodné laboratorni vybaveni
na nizké teploty.

Experimentédlné jsme zjistili, ze po prekroceni teploty zhruba 70 °C' reakce vubec
neprobihéd. To je proto, ze zhruba kolem této teploty dochéazi k denaturaci bilkovin. To
je vpodstaté zména jejich konformace, ktera ma za nasledek nefunkénost katalazy jako
katalyzatoru premény HoOs na HyO a Os.

Troufli bychom si tedy tici, ze teplota kolem 65 °C' je teplotou, pti které reakce probiha
nejrychleji (nejlepsi reakéni podminky).
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Méfeni 1
Koncentrace H202 5% Pfiprava pufru pH = 7
Typ latky obsahujici enzym kvasinky Hmotnost K2HPO4 v pufru 144 g
Hmotnost latky obsahuijici enzym 1.00 g Hmotnost KH2PO4 v pufru 054 g
Objem pufru 20 ml Objem pufru 400 ml
Objem H202 20 ml My21p04*3120 228.23 g/mol
Teplota reakce 225 °C Myti2p04 136.09 g/mol
pH pufru 7.00 pK 6.8
Koncentrace K2HPO4 0.016 _mol/dm3
Koncentrace KH2PO4 0.010 mol/dm3
pH pufru 7.00
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Objem plynu [ml]
Rychlost reakce

#HODNOTA!
29 100.00 0.86
54 150.00 0.93
66 200.00 0.76

Tabulka 1: Kvasinky pii pH = 7

4.2 pH

Kazdy enzym mé pH, pti kterém reaguje optimalné. My jsme si vyrobili stejny pufr, ale
s jinym pomérem slozek tak, abychom vytvorili mirné zasadité a mirné kyselé prostiedi
(konkrétné pH 6 a 8). V téchto pufrech jsme provadeéli stejnou reakei. Data 3 a 4 dokazuji,
ze rychlost reakce v obou smérech klesa.

Enzym jako takovy se sklada z aminokyselin, z nichz nékteré obsahuji bazické a jiné
zase kyselé skupiny. Jejich stupen disociace zavisi na pH. Stupen disociace pak ovlivni
konformaci enzymu, ktera muze a nemusi byt vyhodna pro nasi reakci.

Idealni pH pro nasi reakci je tedy zhruba 7.

Podékovani
e Gymnaziu Videnska za pristup k laboratorim.
e RNDr. Olze Langerové, nasi chemikéfce, za asistenci v laboratofrich.

e Tomasi Fialovi za konzultace.

Reference

[1] www.studiumchemie.cz Databdze chemickijch pokusi: Katalasa v brambore
http://www.studiumchemie.cz/pokus.php?id=74
Prvni vysledek googlu pro klicova slova ”brambora peroxid vodiku”. Takto jsme
zjistili, ze jde o kataldzu.


http://www.studiumchemie.cz/pokus.php?id=74

Reseni chemie JuTelJa

Méfeni 6
Koncentrace H202 5% Pfiprava pufru pH = 7
Typ latky obsahujici enzym kvasinky Hmotnost K2HPO4 v pufru 144 g
Hmotnost latky obsahujici enzym 1.00 g Hmotnost KH2PO4 v pufru 054 g
Objem pufru 20 ml Objem pufru 400 ml
Objem H202 20 ml My21p04*3120 228.23 g/mol
Teplota reakce 62 °C Myti2p04 136.09 g/mol
pH pufru 7.00 pK 6.8
Koncentrace K2HPO4 0.016 _mol/dm3
po zahfati jsme pockali 2 minuty Koncentrace KH2PO4 0.010 mol/dm3
pH pufru 7.00

£ £ g

N

Q - —_ =

B s 2

23 £ S

B E g i3

8 (5 «

o

#HODNOTA!

6.5 100.00 7.69
5.5 150.00 9.09
6.0 200.00 8.33
6.0 250.00 8.33

Tabulka 2: Kvasinky pii 62 °C
[2] Wikipedia Henderson—Hasselbalch equation
http://en.wikipedia.org/wiki/Henderson%E2%80%93Hasselbalch_equation

[3] Wikipedia Enzyme: Kinetics
http://en.wikipedia.org/wiki/Enzyme#Kinetics
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Méreni 8
Koncentrace H202 5% Pfiprava pufru pH = 8
Typ latky obsahujici enzym kvasinky Hmotnost K2HPO4 v pufru 3.617 g
Hmotnost latky obsahujici enzym 1.00 g Hmotnost KH2PO4 v pufru 0.136 g
Objem pufru 20 ml Objem pufru 400 ml
Objem H202 20 ml MioHpoa*3nzo 228.23 g/mol
Teplota reakce 26 °C Mytzp04 136.09 g/mol
pH pufru 8.00 pK 6.8
Koncentrace K2HPO4 0.040 mol/dm3
po zahtati jsme pockali 2 minuty Koncentrace KH2PO4 0.002 mol/dm3
pH pufru 8.00
= £ g
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#HODNOTA!
170.0 75.00 0.15
325.0 100.00 0.08

Tabulka 3: Kvasinky pii pH = 8

Méfeni 9
Koncentrace H202 5% P¥iprava pufru pH = 6
Typ latky obsahujici enzym kvasinky Hmotnost K2ZHPO4 v pufru 0.46 g
Hmotnost latky obsahujici enzym 1.00 g Hmotnost KH2PO4 v pufru 181 g
Objem pufru 20 ml Objem pufru 400 ml
Objem H202 20 ml Mioupoaranzo 228.23 g/mol
Teplota reakce 26 °C Mytizp04 136.09 g/mol
pH pufru 5.98 pK 6.8
Koncentrace K2HPO4 0.005 mol/dm3
po zahtati jsme pockali 2 minuty Koncentrace KH2PO4 0.033  mol/dm3
pH pufru 5.98
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63.0 75.00 0.40
52.0 100.00 0.48
48.0 125.00 0.52
55.0 150.00 0.45
62.0 175.00 0.40
84.0 200.00 0.30

Tabulka 4: Kvasinky pii pH = 6
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