2H;02(aq) — 2H,0() + O(g)

Katalase

De fleste levende organismer skaffer sig energi ved at bruge oxygen til at forbrande organisk stof.
Det meste O, omdannes direkte til H,O, men en lille del af oxygenforbruget bliver til H,0,
(hydrogenperoxid). Det sker ved processer af fglgende type:

AH, + 0, » A + H,0,

Da hydrogenperoxid er en cellegift, er det vigtigt for cellen, at den har nogle enzymer, som hurtigt
omdanner H, 0, til uskadelige stoffer. Mange celler indeholder enzymet katalase, som katalyserer
en simpel spaltning af hydrogenperoxid:

2H;02(aq) — 2H,0(1) + O(g)

Man kan udvinde katalase af f.eks. geer, kartofler, selleri, peberrod, lever og blod. Vi udvinder
katalase af gaer.

Hydrogenperoxid er substrat for enzymet katalase. @velsen bestar af en raekke forsgg, hvor man
maler pa den enzymkatalyserede proces ved:

e forskellige substratkoncentrationer
o forskellige pH-vaerdier
o forskellige temperaturer

| de forspg som udfgres, felger man forlgbet den enzymkatalyserede reaktionen der spalter
hydrogenperoxid ved at udtage prgver af reaktionsblandinger til forskellige tidspunkter.
Reaktionen standses ved at tilsaette syre til den udtagne prgve, hvorefter
hydrogenperoxidkoncentrationen bestemmes ved en redoxtitrering (sur oplgsning) med 0,0200 m
KMnO,:

5H,0,(aq) + 2MnOj;(aq) + 6H*(aq) — 50,(g) + 2Mn?*(aq) + 8H,0(])

@velsen starter med, at enzymet udvindes af gaer. Denne del er udfgrt af underviseren inden
forsgget.

Et af forspgene kraever en finvaegt, og kan derfor desveerre ikke udfgres af eleverne pa
Falkonergarden. Her fglger man forlgbet af reaktionen ved at placere en kolben med
reaktionsblandingen pa en veegt. Man maler tabet i masse i takt med at der dannes 0,(g).
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Fremstilling og geeropl@gsning

Bland 1 g gaerpulver med 200 mL vand i en blue cap-flaske. Omryst meget grundigt. Vaesken er
uklar, men skal ikke filtreres. Skriv "Omrystes f@r brug” pa flasken. Man skal nemlig omryste
flasken, hver gang man skal bruge af den.

Forsgg A. Substratkoncentrationens betydning.

Klarggr en burette med 0,0200 m KMnO,. Husk at nulstille buretten og tem spidsen for luft.
Desuden skal man bruge fglgende:

e etantal 100 mL og 250 mL koniske kolber og baegerglas

e maleglas til H,0,-oplgsningen, pufferoplgsningen og svovisyreoplgsningen
e et stopur

e en flaske med 2 m H,SO,

e en 10 mL automatpipette (eller fuldpipette) og en 25 mL fuldpipette

Der anvendes fglgende reaktionsblanding:

e 170 mL 0,2% H202
e 20 mL pufferoplgsning, pH = 7
e 10,0 mL enzymsuspension fra blue cap-flasken. Husk at ryste flasken inden brug!

1. Bland fgrst 170 mL 0,2% H,0, og 20 mL pufferoplgsning i en 250 mL kolbe.
Derefter startes reaktionen ved at tilsaette 10 mL af enzymsuspensionen med pipette.
Omryst grundigt og overfgr 25,0 mL af reaktionsblandingen til en anden kolbe (100 mL og
evt. ma et baegerglas bruges). Samtidig med at et stopur startes, standses reaktionen i den
udtagne prgve ved tilsetning af ca. 25 mL 2 m H,SO,. Dette er tiden t = 0 minutter.

Pa samme made standses reaktionen i udtagne prgver til de tidspunkter, som star i skemaet
nedenfor. Lidt fgr det angivne tidspunkt overfgres 25,0 mL af reaktionsblandingen til en ren kolbe,
sa syretilsaetningen kan ske pa praecis det angivne tidspunkt. Noter i alle tilfaelde det praecise
tidspunkt, hvor syretilsaetningen finder sted.

Efter syretilsaetningen titreres med 0,0200 M KMnO, til aekvivalenspunktet. Titreringen er ferdig,
nar en enkelt drabe fremkalder en svag rgdfarvning i hele oplgsningen. Farven skal holde sig i
mindst 10 sekunder. Noter resultatet i skemaet.

Titrering
g Volumen 0,0200 M KMnO,, (mL) 1051 In[H20,]

0 min.

3 min.

6 min.

9 min.

12 min.
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Efterbehandling

Anvend titreringsresultaterne til beregning af substratkoncentrationen, dvs. [H,0,].
Enzymkoncentrationen er konstant under forsgget. Reaktionshastigheden aftager, fordi
substratkoncentrationen bliver mindre. Der er tale om relativt sma substratkoncentrationer, og vi
skal derfor forvente, at reaktionshastigheden er proportional med substratkoncentrationen:

v=k-[H;0,]

e Afbild In[H,0,] som funktion af t. Fglger reaktionen det anfgrte hastighedsudtryk?
e Aflaes hastighedskonstanten pa grafen, og beregn halveringstiden.
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Malingerne fordeles, sa hvert hold kun gennemfgrer et eller to af forspgene.

Der benyttes samme udstyr som tidligere, men bemaerk, at der skal bruges en 5 mL fuldpipette,
hvis man ikke bruger en automatpipette.

Der udfgres forsgg med reaktionsblandinger, der har fglgende sammensaetning:

e 85mL 0,2% Hzoz
e 10 mL pufferoplgsning ("pH-regulerende opl@sning”)
e 5,0 mL enzymsuspension

Der laves 6 forsgg, hvor der som pufferoplgsning bruges:

1. 0,1 mHCl
puffer, pH =4
puffer, pH =6
puffer, pH =8
puffer, pH =10
0,1 m NaOH

o vk wnN

Herved far man malingerne spredt ud pa pH-skalaen. | hvert af forsggene males
reaktionsblandingens ngjagtige pH-veerdi med et pH-meter.

Forsggsgangen svarer til forsgg A, men der skal kun udtages prgver to gange.

e Bland 0,2% H,0, med den relevante pufferoplgsning. Tilsaet enzymet og ryst blandingen,
hvorefter der straks udtages 25 mL. Reaktionen standses ved syretilsaetning (ca. 25 mL 2 m
H,S0,) til den udtagne prgve, og samtidig startes stopuret.

e Et par minutter efter udtages en ny prgve pa 25 mL, og der tilsaettes syre, lige nar uret
passerer 3 minutter.

e De to prgver titreres med 0,0200 M KMnO, som tidligere.

e Denne prgve er ikke den, der er brugt ved titreringen. Mal reaktionsblandingens pH med et
pH-meter. Anvend et 50 mL baegerglas eller et centrifugergr til malingen.

Titrering 1 — 0 min. | Titrering 2 —3 min.
pH Volumen 0,0200 M | Volumen 0,0200 m
KMnO, (mL) KMnO, (mL)

[HzOz] Ved [Hzoz] Ved
0 min. 3 min.
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Efterbehandling

Bestem [H,0,] til de to tidspunkter.
| forsgg A viste vi, at reaktionen ved lave substratkoncentrationer er af fgrste orden. Det betyder
at den fglger ligningen

ln[Hzoz] = _k t+ 1n[H202]0

e Beregn hastighedskonstanter ved de forskellige pH-vaerdier ved at indsatte de malte
koncentrationer i denne ligning.

e Afbild de fundne veerdier af hastighedskonstanten som funktion af pH.
Kommenter grafens form, og angiv det omtrentlige pH-optimum for katalase.

e Erdet rimeligt at formode, at vi kan standse reaktionen ved at tilseette ca. 25 mL 2 m
H,S0, til de udtagne prover?
Hvorfor afhaenger et enzyms effektivitet af pH?
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Forsgg C. Temperaturens betydning.

Malingerne fordeles, sa hvert hold kun gennemfgrer et eller to af forspgene.
Bemaerk at skemaet til denne gvelse er pa side 7.

Der benyttes samme udstyr som tidligere. Ved opvarmning og nedkgling benyttes der
varmeplader og isbade.

Der skal males ved fglgende temperaturer:

Ca. 5 °C, ca. 15 °C, stuetemperatur, ca. 27 °C, ca. 33 °C, ca. 40 °C, ca. 50 °C, ca. 60 °C og ca. 80 °C.
Reaktionsblandingens ngjagtige temperatur aflaeses under forsgget. Alle forsggene udfgres ved
pH=7. Der anvendes fglgende reaktionsblanding:

e 170 mL 0,2% H202
e 20 mL pufferoplgsning, pH=7
e 10,0 mL enzymsuspension

Opstilling til opvarmning af
enzymsuspensionen og 7T enzymsuspension
substratoplgsningen inden reaktionen.

Man kan evt. benyttes en H,0; og pufferoplgsning

bunsenbraender i stedet for en
varmeplade.

nedkgling.

En lignende opstilling benyttes ved
[ coEEoe ° }
Ay Ay

e Bland fgrst 0,2% H,0, og pufferoplgsningen i en 250 mL konisk kolbe.

10 mL enzymsuspension overfgres med pipette til et rent reagensglas (det skal ogsa veere
rent pa ydersiden). Placer reagensglasset med enzymsuspensionen ned i kolben, som
derefter opvarmes eller nedkgles til den gnskede temperatur.

e Stands opvarmningen, sa snart den pageldende temperatur er ndet, og placer kolben pa
bordet. Tag reagensglasset op, og ryst det kortvarigt for at modvirke, at
enzymsuspensionen bundfzaldes i reagensglasset.

Ved nedkgling kan man hele tiden beholde oplgsningerne i vandbadet, som er justeret sa
godt som muligt.

e Hald derefter enzymsuspensionen ned i kolben. Efter grundig omrystning udtages en
preve pa 25,0 mL. Sa snart pipetten er tgmt, standses reaktionen i den udtagne prgve ved
syretilsaetning (ca. 25 mL 2 m H,S0,).

e Samtidig startes uret. Efter 2,5 minutter males reaktionsblandingens temperatur. Kort fgr
uret star pa 5 minutter, udtages igen 25,0 mL. Tilsaet syre til den udtagne prgve praecis nar
uret passerer 5 minutter. Titrer de to udtagne prgver med 0,0200 M KMnOQ,.
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Titrering 1 —0 min. | Titrering 2 =5 min.
Temp. Volumen 0,0200 M | Volumen 0,0200 m [OH;‘?;] [Sl_lfn?j] k
KMnO, (mL) KMnO, (mL) ' ’

Efterbehandling
Beregningerne udfgres som i forsgg C. Tegn en graf der viser hvordan hastighedskonstanten

afhaenger af temperaturen. Forklar grafens forlgb.
Ved de hgje temperaturer er hastighedskonstanten ikke en ”"aegte” konstant. Forudsaetningen for
at reaktionen er af fgrste orden, er nemlig, at enzymkoncentrationen er konstant. Det er den ikke

ved hgj temperatur, da enzymet denaturerer under forsgget.
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Forspgene beskrives men udfgres ikke. Data udleveres. Til de to forsgg bruges fglgende:

Forsgg 1 Forsgg 2

4% H,0, 170 mL 85 mL
Vand 0mL 85 mL
puffer, pH=7 20 mL 20 mL
Enzymsuspension 10,0 mL 10,0 mL

| forsgg 1 anvendes dobbelt sa stor substratkoncentration som i forsgg 2. Vi skal fglge reaktionens
forlgb ved at fglge reaktionsblandingens masse. Den aftager, fordi det dannede oxygen forlader
systemet. Der anvendes en elektronisk vaegt, som helst skal kunne male massen med 0,001 grams
ngjagtighed. Den skal vaere afskaermet mod treek.

Bland de angivne volumener af 4% H,0,, vand (kun forsgg 2) og puffer i en 250 mL kolbe.
Reaktionen startes ved at tilsaette 10,0 mL enzym-suspension. Blandingen omrystes grundigt. Den
skal have lov at sta et par minutter for at sikre, at oplgsningen maettes med oxygen.

Derefter saettes kolben op pa vaegten, som nulstilles. Samtidig med nulstillingen startes et stopur.
Aflaes veegten hvert minut i 4 minutter.

t Forspg 1 Forsgg 2
0 min. 0,000 g 0,000 g

1 min.

2 min.

3 min.

4 min.

| forsgg 1 er substratkoncentrationen dobbelt sa stor som i forsgg 2. Er reaktionshastigheden
dobbelt sa stor i forsgg 1 som i forsgg 2?

Hvordan kan man forklare dette resultat? Hvad skal vi forvente der sker med
reaktionshastigheden, hvis vi anvender endnu stgrre substratkoncentrationer?

Man kunne frygte at enzymet hurtigt ville gdelaegges af de ret store
hydrogenperoxidkoncentrationer. Tyder maleresultaterne pa, at der sker en maerkbar gdelaeggelse
af enzymet i de 4 minutter, malingerne varer?

Beregn massen af den mangde oxygen, der dannes, hvis reaktionen i forsgg 1 far lov at Igbe helt
til ende.



