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Laboratorni cvi ¢eni 20

Téma: Biokatalyzatory — enzymy

1. Vliv ¢initel i na aktivitu sacharasy

Princip ulohy:
Vysvétlete pojem aktivita enzyma; uvedte Cinitele, ktefi aktivitu enzymu ovliviuji.

Postup:
a) vliv koncentrace enzymu na aktivitu sacharasy

Do ¢&tyF odislovanych zkumavek pfipravte smés roztoku sacharosy (2 cm?®, w = 2%) a pufru
(Gstojného roztoku) o pH = 4,5 (1 cm®). V rychlém sledu do zkumavek odméite

. 1: 1 cm® roztoku enzymu,

. 2: 0,5 cm?® roztoku enzymu a 0,5 cm? destilované vody,

. 3: 0,1 cm® roztoku enzymu a 0,9 cm? destilované vody,

. 4: 0,05 cm® (1 kapka) roztoku enzymu a 1 cm? destilované vody.

Smeés ve zkumavkach protfepte a zkumavky vlozte do vodni lazné o teploté 37°C.
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b) vliv reakéni teploty na aktivitu sacharasy

Do &tyF odislovanych zkumavek pfipravte smés roztoku sacharosy (2 cm?®, w = 2%) a pufru
o pH = 4,5 (1 cm®). Zkumavku

¢. 1 viozte do kadinky se studenou vodou nebo do kadinky s vodou a ledem (teplotu
doplnte do tabulky),

. 2 ponechte za laboratorni teploty (teplotu doplite do tabulky),

. 3 vlozte do vodni lazné o teploté 37°C,

. 4 vlozte do vodni 1&zné o teploté 60°C.

V rychlém sledu do zkumavek odmétte po 1 cm? roztoku enzymu a smési ve zkumavkéach
protrepte.
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c) vliv pH reakéni smési na aktivitu sacharasy

Do &tyf odislovanych zkumavek pfipravte roztoku sacharosy (2 cm®, w = 2%). Do
zkumavek pridejte po 1 cm® pufru:

¢.1opH=40, C.20pH =45, ¢.30pH=6,0, ¢. 4 0pH=8,0.

V rychlém sledu do zkumavek odméite po 1 cm? roztoku enzymu, smési ve zkumavkéach
protfepte a zkumavky vlozte do vodni lazné o teploté 37°C.

d) vliv nékterych latek na aktivitu sacharasy

Do &tyF odislovanych zkumavek pfipravte smés roztoku sacharosy (2 cm?®, w = 2%) a pufru
o pH = 4,5 (1 cm®). Déle pridejte do zkumavky

. 1 destilovanou vodu (2 cm®), zkumavka slouZi jako srovnavaci (referenéni) vzorek,

. 2 roztok NaCl (2 cm?, w = 0,9 %),

. 3roztok KSCN (2 cm?®, ¢ = 0,2 M),

. 4 roztok (CH3COO0),Pb (2 cm®, w = 5 %). Roztoky odmé&Fujte odmérnou zkumavkou.

Do v8ech zkumavek odméfte 1 cm?® roztoku enzymu, smési ve zkumavkach protepte a
zkumavky vloZte do vodni 14zné o teploté 37°C.
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Pfed kazdym odmérenim smési, ktera obsahuje sacharasu, tuto smés protrepte.



Z&avér vSech pokusl provadéjte vzdy stejné. Po uplynuti 30 minut od zacatku pokusu do
vSech zkumavek s reakéni smési pridejte roztok NaOH (1 cm®, w = 10 %) a Fehlingovo
ginidlo (4 cm®). Smési promichejte protfepanim a zkumavky vloZte do kadinky s vrouci
vodou.

V prabéhu 5 az 10 minut sledujte, zda ve zkumavkach dochazi k pozitivni reakci
s Fehlingovym cinidlem. Podle rychlosti barevnych zmén Fehlingova c¢inidla, intenzity
zabarveni nebo podle mnozZstvi vylou€eného Cu,O porovnejte G¢innost enzymu za
riznych podminek v jednotlivych zkumavkach.

Roztok enzymu sacharasy pfipravite tak, Ze ve tfeci misce jemné roztirate smés 12 g
erstvych kvasnic, 10 cm® destilované vody a 5 g kfemenného pisku. Po 5 minutach
pridate 20 cm?® destilované vody, smés rozetrete a Zfiltrujete pres jemné platno nebo pres
smotek vaty.

Pufry pfipravte smichanim roztokd uvedenych v tabulce:

hodnota pH pufru 4,0 45 6,0 8,0
0,2 M roztok hydrogenfosfore¢nanu sodného (cm?’) 7,7 9,1 12,6 19,4
0,1 M roztok kyseliny citronové (cm3) 12,3 10,9 7,4 0,6
Ukoly do zavéru:
1) Vysledky pokusu uvedte v tabulce
reakéni podminky pokus Cislo
1 2 3 4
mnozstvi enzymu ve smési (cm®) 1,00 0,50 0,10 0,05
prabéh reakce *)
teplota reakéni smési (°C) 37 60
prabéh reakce *)
pH reakéni smési 4,0 4.5 6,0 8,0
prubéh reakce *)
pfitomnost jiné latky H,O NaCl KSCN (CH3COO0),Pb
pribéh reakce *)

*) Prubéh reakce vyjadrete symboly:
- reakce neprobiha,

+ reakce probiha v sérii nejmensi rychlosti,
++ reakce probih& v sérii stfedni rychlosti,
+++ reakce probihd v sérii nejvétsi rychlosti nebo ++++ pokud probihaji vSechny reakce.

2) Které latky vznikaji pisobenim sacharasy na sacharosu? Do které skupiny latek tyto
produkty patfi?
3) Na zakladé vysledkd pokusu vysvétlete:

a) Jak zavisi rychlost enzymové reakce na koncentraci enzymu v reakéni smeési?

b) Jaka je optimalni teplota pro ¢innost sacharasy?

c) PFi které hodnoté pH ma sacharasa nejvétsi aktivitu?

d) Které ze zkoumanych latek aktivuji ¢innost sacharasy a které jsou jejimi inhibitory?



2. Dukaz specifického U €inku sacharasy a amylasy (ze slin)

Princip ulohy:
Vysvétlete pojem substratova specifita enzymu.

Postup:
Do Sesti ocislovanych zkumavek odméfte jednotlivé vychozi latky podle udaji uvedenych

v tabulce v zavéru ukol €. 4.

Objemy jednotlivych roztokd odméfujte jednotlivymi nebo dobfe vymytymi odmérnymi
nadobami, aby nedoslo k jejich vzajemnému znecisténi!

Zkumavky vlozte do vodni lazné a jeji teplotu udrzujte na hodnoté 37°C.

Po uplynuti 30 minut zkumavky z vodni 1&4zné vyndejte. Do zkumavek pfidejte

- Fehlingovo ¢&inidlo (4 cm®) - zkumavky &. 1, 3, 4,5 a 6,

- jednu kapku Lugolova roztoku - zkumavka €. 2.

Zaznamenejte, ve které zkumavce je reakce pozitivni a ve které negativni.

Roztok enzymu sacharasy pfipravite tak, Ze ve tfeci misce jemné roztirate smés 4 g
&erstvych kvasnic, 5 cm® destilované vody a 2 g kiemenného pisku. Po 5 minutach pridate
5 cm?® destilované vody, smés rozetfete a Zfiltrujete pres jemné platno nebo pres smotek
vaty.

Roztok amylasy pfipravite tak, Ze si Usta vyplachnete asi 20 cm® destilované vody, pak si
date do Gst 6 cm® destilované vody, 1 minutu ji v Gstech podrzite (za ob&asného
.promichani“) a vypustite ji do Cisté kadinky. Objem roztoku amylasy upravte pfidanim
destilované vody na minimalni objem 6 cm?® (viz tabulka).

Suspenzi celulosy pfipravite tak, Ze na jemno rozetfete ve tfeci misce 0,1 g na malé
kousky roztrhaného filtraéniho papiru s 5 cm? destilované vody.

Ukoly do zavéru:

1) Podle typu katalyzované reakce se déli enzymy do Sesti hlavnich tfid. Do které z téchto
tfid patfi sacharasa a do které amylasa?

2) Jak se provadi dikaz sacharidl Fehlingovym &inidlem? Které sacharidy s timto Cinidlem
obecné reaguji?

3) Ktera latka vznika jako koneény produkt plisobenim amylasy ze slin na Skrob? Do které
skupiny latek patfi?

4) Vysledky pokusu uvedte v tabulce

Skrob sacharosa| celulosa | amylasa | sacharasa reakce s *)
zkumavka | w=2% w=2% | suspenze roztok roztok Fehlingovo Lugoluv
gislo (cm?®) (cm?®) (cm?®) (cm?®) (cm?®) ginidlo roztok
1 2 - - 2 -
2 2 - - - 2
3 - 2 - 2 -
4 - 2 - - 2
5 - - 2 2 -
6 - - 2 - 2
*) Priibéh reakce vyjadrete symboly: - reakce neprobiha, + reakce probiha.

5) Které zavéry o specifité sacharasy a amylasy z tabulky vyplyvaji?
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