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POVZETEK

Namen te raziskovalne naloge je podroben vpogled na kinetiko encima katalaze pri razli¢nih
koncentracijah etanola, njenega mozinega inhibitorja, ki pa Se ni najbolje raziskan. Katalaza je zelo
raziskana kot del reakcijske poti v mozganih na podganah, kjer jo spremlja etanol, vendar je v tej
raziskovalni nalogi izpostavljen Se etanolov obratni u¢inek — inhibicija katalaze in vitro.

Reakcija je izvedena na primeru vodikovega peroksida, kjer je katalazina aktivnost premo sorazmerna
koli¢ini spros¢enega plina kisika, ta pa povzroci spremembo tlaka v reakcijskem sistemu. Katalaza je
bila pridobljena iz Zivalskega tkiva, govejih jeter, saj je prisotna v organih mnogih sesalcev. S pomocjo
tlaénega senzorja je bilo v kontroliranem okolju izvedenih 25 meritev pri vec koncentracijah etanola,
rezultati prikazani kot srednje vrednosti teh meritev.

S pomocjo grafa hitrosti reakcije v odvisnosti od koncentracije substrata so bile potrjene splosne
lastnosti encimov, hkrati pa je bil etanol prikazan kot inhibitor katalaze, po predlaganem mehanizmu
nekompetitivne inhibicije.

Kljuéne besede: katalaza, etanol, nekompetitivni inhibitor, tlak plina kisika

ABSTRACT

This research paper aimed to thoroughly examine the kinetics of enzyme catalase at different ethanol
concentrations, due to ethanol being its possible, yet rarely researched, inhibitor. Catalase is generally
well known as a part of a reaction pathway in the brain of rats, where it couples with ethanol, however
this paper also shows its reverse effect — catalase's inhibition in vitro.

The process was modelled on the reaction of hydrogen peroxide decomposition, where the enzymatic
activity is directly proportional to the amount of released oxygen gas, which can be measured as the
pressure change in the reaction system. Catalase was extracted from an animal tissue source, bovine
liver, as it is often present in many mammalian organs. Using a pressure sensor, 25 measurements at
multiple ethanol concentrations were carried out in a controlled environment, the results shown as
means of these measurements.

With a graph of reaction rate at different substrate concentrations, general properties of enzymes
were tested, as well as ethanol being proven as an inhibitor of catalase, proposed to act as a non-
competitive inhibitor.

Key words: catalase, ethanol, non-competitive inhibitor, pressure of oxygen gas
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1. UVOD

Encimi so bioloske molekule, ki imajo klju¢no vlogo v Zivih organizmih. Se posebej zanimiv encim je
katalaza, saj je v mnogih Zivih bitjih izjemno razsirjena in tudi ena izmed najbolj razsirjenih beljakovin
v celici (Benoit, 2016), komercialno pomembna in za namene tega poskusa tudi zelo dostopna. Katalaza
je zelo raziskan encim, za katerega je bilo najdenih Ze veliko inhibitorjev, kot so kalijev cianid, vodikov
sulfid in hidroksilamin (Keilin in Hartree, 1934).

Pri pouku biologije smo obravnavali etanol kot mozen inhibitor alkoholnega vrenja v kvasovkah, ki naj
bi Ze pri 15% popolnoma inhibiral njihovo delovanje, tako da me je zanimalo ¢e je to zaradi kaks$nih
metabolnih poti v enocelicarjih, ki so povezani s katalazo, saj je znano, da je prisotna v kvasu. Etanol je
obseZno raziskan v in vivo raziskavah na podganah, kjer naj bi bil del encimskega sistema za nadzor
acetaldehida v moZganih sesalcev, kjer je prisotna tudi katalaza. Raziskave kot so Aragon et al., 1985
in Amit, 1988 kaZejo, da je aktivnost katalaze v krvi in moZganih pogan vzro¢no povezana s prostovoljno
izpostavljenostjo etanolu. To kaZe na prisotnost bioloskega sistema, ki s katalazo kontrolira afiniteto
za zauzitje alkohola (Amit, 1988). Odlocil sem se raziskati Se inhibicijsko vlogo etanola na bioloske
encime, saj je v znanstvenih ¢lankih sploh ni mo¢ najti, vendar bi bilo to vredno testirati in ugotoviti
kaksen je efekt etanola s katalazo in vitro.

Cilj raziskovalne naloge je ugotoviti kako aktivnost katalaze korelira s prisotnostjo etanola, ter ali je
etanol bodisi kompetitiven ali nekompetitiven inhibitor reakcije, s testiranjem encimske aktivnosti pri
razliénih koncentracijah etanola, merjene kot hitrost tvorbe plina kisika.

Raziskovalno vprasanje: Kako koncentracija etanola vpliva na encimsko aktivnost katalaze v reakciji
razpada vodikovega peroksida v Zivalskem jetrnem tkivu in kaksna vrsta inhibicije je prisotna?

V raziskovalni nalogi je najprej prestavljeno teoreticno ozadje encimskih reakcij in dolocanja
encimatske aktivnosti, potem dolocanje primernih koncentracij snovi za eksperiment skozi
preliminarna testiranja, nazadnje pa Se izvedba laboratorijskega eksperimenta z analizo podatkov.
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2. TEORETICNI DEL

Encimi so bioloski katalizatoriji, ki pospesujejo biokemic¢ne reakcije v organizmih. Da se jih ekstrahirati
iz celic in uporabiti v Stevilnih komercialno pomembnih procesih. Njihova glavna funkcija je pospesiti
reakcijo, ne da bi se sami porabili v procesu, z znizanjem aktivacijske energije reakcije. Snov, ki ji
reCemo substrat se veZe na aktivno mesto doloCenega encima in tvori produkte reakcije. Ker so encimi
beljakovine, na njih vpliva koncentracija substrata in encima samega, pa tudi pH in temperatura, zato
je treba zadnji dve spremenljivki v raziskavi skrbno nadzorovati (Robinson, 2015).
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Slika 1: Vpliv encima kot katalizatorja na potek reakcije z zmanjSanjem aktivacijske energije!

Katalaza je eden najbolj raziskanih encimov v biologiji. Je tetramerna, sestavljena iz Stirih podenot. Ena
molekula katalaze lahko vsako sekundo pretvori milijone molekul vodikovega peroksida v vodo in kisik.
Katalazo najdemo v skoraj vsakem Zivem organizmu. V bioloskih raziskavah se pogosto uporabljajo
goveja jetra in enocelicarji, kot so kvasovke, visoke koncentracije katalaze pa najdemo tudi v Stevilnih
rastlinah (¢rni gram, son¢nica, bombaz, bucna in Stevilna druga semena). Katalaza je uporabna tudi v
Stevilnih industrijskih postopkih, kot sredstvo za oksidacijo, beljenje in sterilizacijo ter za
odstranjevanje vodikovega peroksida. Velikokrat je povezana z glukozno oksidazo (Singh et al., 2019;
Temple in Ough, 1975).

Reakcija, ki jo bo ta raziskovalna naloga preucila je razgradnja vodikovega peroksida, ki ga katalizira
katalaza (Temple in Ough, 1975):

2H20; - 2H,0 + O,

Glavna vloga katalaze je razstrupljanje nevarnih reaktivnih kisikovih vrst, kot je H,0,, ki lahko povzroci
poskodbe DNA, staranje in razlicne bolezni (Nicholls et al., 2000). Prav tako igra vlogo pri presnovi
etanola v kombinaciji zalkoholno dehidrogenazo, ¢eprav je bila vecina raziskav o tem opravljenih samo
na podganah (Handler in Thurman, 1989).

Inhibitorji so kemikalije, ki zniZujejo aktivnost encimov. Delujejo tako, da neposredno (kompetitivni
inhibitorji) ali posredno (nekonkurencno) vplivajo na kataliticne lastnosti aktivnega mesta (Robinson,
2015). Etanol naj bi bil nekompetitivni inhibitor razgradnje vodikovega peroksida, kar je tudi eno od
dejstev, ki bodo preizkuseni v tem eksperimentu (Temple in Ough, 1975).

1 Vse slike so citirane v 6. Viri in literatura — Viri slik.
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Nekompetitivni inhibitorji reagirajo z encimom na alostericnem mestu (prevod »allosteric site«, ni
uradne slovenske ustreznice), torej mestu, ki se razlikuje od aktivhega mesta encima (Delaune in
Asayouri, 2021). Inhibitor fizicno ne blokira aktivnega mesta, vendar prepreci kasnejso reakcijo. Vecina
nekompetitivnih inhibitorjev je kemi¢no razli¢nih od substrata (medtem ko so kompetitivni z njim
podobni) in njihove inhibicije ni mogoce premagati s povecanjem koli¢ine substrata pri visjih
koncentracijah. Inhibitorji zmanjsajo koncentracijo aktivhega encima v raztopini (takega, ki bi lahko
kataliziral reakcijo), zmanjsajo Vmax in maksimalni tlak reakcije (Robinson, 2015), kar pomeni, da
nastane manj produkta kakor bi ga v visjih koncentracijah nastalo pri reakciji brez encima ali z
nekompetitivnim inhibitorjem, in prav to bo uporabljeno kot dokaz, ¢e je etanol kompetitiven ali ne.
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Slika 2: Vpliv alostericnega inhibitorja (nekompetitivnega) na nastanek produkta; kompetitiven inhibitor z belo barvo,
nekompetitiven s ¢rno (Robinson et al., 2015)

V tem poskusu bodo uporabljene tri snovi: katalaza kot encim, vodikov peroksid substrat in etanol kot
inhibitor reakcije.
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3. EKSPERIMENTALNI DEL

3.1 Raziskovalno vprasanje in hipoteze

Dopolnjeno raziskovalno vprasanje: Kako razlicne koncentracije etanola (0, 30, 60 %) vplivajo na
reakcijsko hitrost razgradnje vodikovega peroksida z encimom katalazo iz govejih jeter, merjeno kot
sprememba tlaka spros¢enega plina kisika skozi ¢as pri razliénih koncentracijah vodikovega peroksida
(1, 2,3, 4,5 %) pri konstantni temperaturi (37°C) in pH (7), z uporabo tlacnega senzorja, in kaksno vrsto
inhibicije to predstavlja?

Hipoteza 1: Aktivnost encima se bo razlikovala pri razlicnih koncentracijah substrata in bo narascéala s
povecano koncentracijo substrata.

Narascanje aktivnosti s koncentracijo je v sploSnem znacilno za vse encime, vendar se nato pri najvisjih
koncentracijah vrednost ustali (uporablja se tudi angleski izraz »to plateau«). To bo opazno tudi pri
dodatku etanola, vendar pri visokih koncentracijah etanola razlika morda ne bo vidna, ¢e bo reakcija
tako upocasnjena, da bo prakticno nicta ne glede na koncentracijo (popolna inhibicija aktivnosti).

Nicelna hipoteza: Aktivnost encima se ne bo razlikovala glede na koncentracijo vodikovega peroksida.

Hipoteza 2: Dodajanje etanola bo zniZalo hitrost reakcije pri vsaki koncentraciji substrata, pri cemer
bodo visje koncentracije etanola mele vedji efekt in tako bo moZno opaziti nizjo spremembo tlaka v
enoti ¢asa.

Ta hipoteza je predlagana, ker naj bi etanol, Ce je nekompetitiven inhibitor, spremenil konformacijo
encima do te tocke, da molekula ne bo ve¢ mogla katalizirati reakcije (Temple in Ough, 1975). Pri niZjih
koncentracijah etanola bo manj molekul encima spremenjenih, zato bo reakcija vsaj deloma se potekla
(ni popolne inhibicije).

Nicelna hipoteza: Etanol ne bo imel pomembnega vpliva na reakcijo razgradnje H,0; s katalazo.

Hipoteza 3: Etanol bo deloval kot nekompetitivni inhibitor in bo znizal maksimalni reakcijski tlak, torej
tudi skupen volumen izlocenega plina kisika.

Krivulja grafa reakcijske hitrosti bo imela enako splosno obliko pri vseh koncentracijah etanola, vendar
ne bo dosegla enakega maksimalnega tlaka, saj je to znacilnost nekompetitivne inhibicije. To je
posledica ireverzibilne vezave inhibitorja na alostericno mesto katalaze (Delaune in Asayouri, 2021),
zaradi &esar vse ve¢ molekul ne more razgraditi vodikovega peroksida. Ce je hipoteza resnicna, bo
aktivnost katalaze z etanolom se vedno narascala z narascajoco koncentracijo substrata, pri visjih pa
ne bo dosegla enakega najvecjega tlaka kot katalaza brez prisotnega etanola, torej nasprotno od tega
kar bi se zgodilo s kompetitivnim inhibitorjem.

Nicelna hipoteza: Etanol ne deluje kot nekompetitivni inhibitor, saj maksimalni tlak v reakciji z
etanolom ne bo stalno niZji kot v kontrolnem stanju brez etanola.
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3.2 Preliminarni testi

Preliminarni testi so testirali kakSne koncentracije reagentov so najprimernejse za izvajanje poskusa.
Sirok razpon koncentracij vsake od treh snovi (katalaza, etanol, vodikov peroksid) so bile uporabljene.
Ugotovljeno je bilo, da je jetrna suspenzija 13 g/L primerna za reakcije s spodaj napisanimi
koncentracijami etanola in peroksida?.

Koncentracija etanola mora biti relativno nizka, da ne bi bila inhibicija prevelika, saj potem ne bi bilo
mogoce opazovati reakcijskih trendov zaradi prevelikega zniZanja v reaktivnosti. Testiranih je bilo ve¢
koncentracij v razponu od 1 % do 70 %, del rezultatov je prikazan spodaj na sliki. Ugotovljeno je bilo,
da je 30 % etanol najprimernejsi za opis danega trenda. Odlocil sem se, da v raziskavi uporabim Se
60 % etanol kot dvakratnik prvega, da vidim kak3en vplivima podvojitev koncentracije. Tretji pogoj, ki
bo testiran v metodologiji pa je seveda kontrolni pogoj brez etanola (naravna aktivnost encima).

200

Pressure (kPa)

150

100

0
(39,54, 229,.2) Time (s)

Slika 3: Testiranje razlicnih koncentracij etanola in njihov vpliv na hitrost reakcije; grafi v Logger Pro

Tudi koncentracija vodikovega peroksida je bila preizkusena in ugotovljeno je bilo, da je bila reakcija
pri koncentracijah nad 5 % prevec burna, epruvete je takrat Ze razneslo, tako da se bo v metodologiji
uporabljala 5 % kot najvisja koncentracija za merjenje peroksida.

3.3 Eksperimentalne spremenljivke

3.3.1 Neodyvisna spremenljivka
Manipulirani sta dve razlicni neodvisni spremenljivki:

e Koncentracija etanola (inhibitorja) — reakcijo opazujemo v prisotnosti (30, 60 %) in odsotnosti
(0 %) etanola. 0 % etanol nakazuje samo dodatek destilirane vode. lIzbira koncentracij je
razloZzena v podpoglavju 3.2 Preliminarni testi. Vse tri se razlikujejo za 30 %, da se prikaZe
priblizno enak narast v koncentraciji in njen vpliv na reakcijo.

e Koncentracija substrata — 1, 2, 3, 4 in 5 % vodikov peroksid je bil uporabljen, medtem ko 0 %
za kontrolo. Tudi te so bile dolocene s preliminarnimi testi. Za koncni graf aktivnosti encima,
je treba reakcijo izvesti pri vec¢ koncentracijah substrata, saj iz tega lahko ugotovimo dejanski
trend, ki nam pomaga dolociti tip inhibicije, absolutna hitrost reakcije pri tem ni v pomoc.

2 peroksid v tej raziskovalni nalogi pomeni okraj$avo za »vodikov peroksid«.

10



Inhibicijska vloga etanola v encimski reakciji razpada vodikovega peroksida; Gimnazija Kranj, 2022

Z dvema spremenljivkama zagotovimo, da vidimo tako ucinek razliénih koncentracij substrata pri isti
koncentraciji etanola kot tudi razlike razliénih koncentracij etanola pri isti koncentraciji substrata.

3.3.2 Odvisna spremenljivka

Odvisna spremenljivka je hitrost reakcije (v kPa/s), ki je bila merjena kot sprememba tlaka skozi ¢as,

zaradi sprosScanja kisika v reakciji — ve€ sproscenega plina pomeni visjo spremembo tlaka in s tem

hitrejSo reakcijo.

Za vsako koncentracijo substrata se meritev hitrosti petkrat ponovi, tako da zagotavljamo to¢nost

rezultatov. Hitrost se meri s senzorjem tlaka Vernier, ki je povezan z aplikacijo Logger Pro na

prenosnem racunalniku. Obstaja Sest razlicnih koncentracij substrata (0, 1, 2, 3, 4, 5 %), vsaka se

ponovi petkrat in pri treh razlicnih koncentracijah etanola (0, 30, 60 %), tako da bo opravljenih 90

meritev, s ¢imer dobimo veckrat ponovljene in zanesljive empiri¢ne rezultate.

3.3.3 Nadzor zunanjih faktorjev

Tabela 1: Zunanje spremenljivke in razlogi za njihov nadzor

Spremenljivka

Razlog za nadzor

Nacin nadzora

Temperatura

reakcijske zmesi

Temperatura lahko vpliva na
hitrost reakcije, kot pojasnjuje
teorija trkov, pri ¢emer povisana
temperatura potencialno zvisa
hitrost. Pri zelo visokih
temperaturah je poleg tega mozna
tudi denaturacija katalaze.

Uporabljena je laboratorijska vodna kopel,
pri 37°C, kar je optimalna temperatura za
delovanje katalaze. Ista temperatura je
bila uporabljena za vsako meritev. Vse
epruvete so bile postavljene v kopel
(suspenzija jeter, etanol in tudi peroksid),
pri cemer je bil uporabljen termometer,
da se je dolocilo kdaj zmes temperaturo
doseZe.

Koncentracija
encimain
njegov vir

Nekonstantna koncentracija
encima lahko vpliva na hitrost
reakcije pri razliénih meritvah, zato
mora biti vedno enaka. Prav tako
lahko vir katalaze (jetra,
kvasovke...) vpliva na hitrost.

Ves uporabljen encim prihaja izistega vira,
sveze kupljenih govejih jeter. Vse meritve
so bile poleg tega tudi opravljene v enem
dnevu, da ni bila encimska suspenzija ze
postana. Pred dodatkom suspenzije v
reakcijsko zmes pri vsaki meritvi, je bila
tudi temeljito premesana, da se prepreci
usedanje neraztopljenih kosckov jeter na
dno case.

Volumen
reagentov

Ne samo koncentracije, tudi
koli¢ine (volumni) substanc morajo
biti kontrolirani, da so proporcialno
enaki v vseh ponovitvah.

V vsaki ponovitvi so uporabljeni enaki
volumni snovi, zmerjeni z avtomatsko
pipeto, ki poveca zanesljivost meritve.

Volumen
epruvetin
celotne

reakcijske zmesi

Razlike v kumulativnih volumnih
reakcijskih zmesi lahko povzrocijo
razlike v zacetnem tlaku, kar lahko
vpliva na rezultate. Prav tako lahko
oblika epruvet vpliva na tlak.

V meritvah, kjer etanola ni, je uporabljena
destilirana voda, da se zapolni enaka
prostornina kot jo ima etanol, saj bi bil
lahko brez dodatka vode zacetni tlak
nekoliko nizji. Poleg tega so si uporabljene
epruvete vse enake, da ne bi oblika
posode vplivala na tlak.

Cistost spojin

Nepravilno ravnanje z opremo ali
mesanje substanc, lahko vpliva na
koncentracijo le teh.

Avtomatska pipeta je vsaki¢ ociscena z
destilirano vodo, ko je uporabljena za
merjenje volumna druge snovi.
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Merilna oprema

Uporaba razlicnih  naprav  pri
razliénih ponovitvah eksperimenta,

lahko zaradi

razlicnih  merskih
napak, vpliva na to¢nost rezultata.

Isti tlacni senzor, ista avtomatska pipetain
ista steklovina so uporabljeni v vseh
merjenjih, da so merske napake
konstantne.

Cas meritev | Ce je epruveta prepozno

tlak v rezultatu.

zatesnjena, lahko vedja koli¢ina
kisika pobegne, kar zmanjsa celotni

Epruvete so zatesnjene z zamasSkom v
najkrajSem moZnem casu po zacetku
reakcije, povsod je trajalo priblizno
sekundo.

3.4 Materiali

e Vernier tlacni senzor (x 4 kPa)

e Prenosni ra¢unalnik s programom
Logger Pro 3.8

e Laboratorijska vodna kopel (+ 1°C)

e 3 mLkapalke (x3)

e 5,00(1%0,008 %) mLavtomatska
pipeta

e Nastavki za avtomatsko pipeto (x10)

e Rocni mesalnik

e Epruvete (x26)

e pribl. 700 mL destilirane vode

e  Filtrirni papir ali gaza

e Stekleni lij

3.5 Metodologija

e 100 mL c¢ase (x5)

e 250 ml ¢asa (x1)

e 50 ml £ 0,08 mLmerilni valj

e 100 ml £ 0,8 mL merilna bucka

e 2,6 ggovejihjeter

e pribl. 150 mL 10 % vodikovega
peroksida

e pribl. 120 mL 75 % etanola

e Termometer (+ 0,5°C)

e Stojalo za epruvete (x1)

e Namizna tehtnica

e Nozin Skarje

e Pinceta

1. 13 g/L encimsko suspenzijo se pripravi z 2,6 g govejih jeter in 200 mL destilirane vode. Suspenzijo
temeljito premeSamo z mesalnikom in filtriramo skozi filtrirni papir ali gazo (poloZeno v lij) v 250 mL
¢aso. Vsakic¢ preden encim damo v epruveto, suspenzijo premesamo, tako da je encim sorazmerno

razporejen po vsej tekocini.

2. Razli¢ne koncentracije vodikovega peroksida (0, 1, 2, 3, 4in 5 %) pripravimo z razredcitvijo 10 % H,0;
v 100 mL merilni bucki. Z merilnim valjem se nameri koli¢ino vodikovega peroksida, ki se nato prenese
v bucko. Bucko napolnimo z vodo do standardne ¢rte za 100 mL. Za 0 % vodikov peroksid se uporabi

destilirana voda.

Tabela 2: Postopek redcenja za vodikov peroksid

Volumen 10% vodikovega | Volumen vode Kon¢ni volumen Koncna koncentracija
peroksida (mL) (mL) (mL) (%)

0 100 100 0

10 90 100 1

20 80 100 2

30 70 100 3

40 60 100 4

50 50 100 5

12



Inhibicijska vloga etanola v encimski reakciji razpada vodikovega peroksida; Gimnazija Kranj, 2022

3.30% in 60% etanol sta pridobljena z red¢enjem 75% etanola po enaki metodi kot za vodikov peroksid

v koraku 2.

Tabela 3: Postopek redcenja za etanol

Volumen 75% etanola
(mL)

Volumen vode (mL)

Koncni volumen
(mL)

Kon¢na koncentracija
(%)

40

60

100

30

80

20

100

60

4. Senzor je priklju¢en na racunalnik s programom Logger Pro, osi na grafu so prilagojene za merjenje
tlaka skozi ¢as za 3 minute. Podatki se zbirajo vsako sekundo.

5. Kot kontrolo se najprej izvede rekcijo brez vodikovega peroksida (njegov volumen zavzame
destilirana voda), torej z 2 mL suspenzije jeter, 4 mL 0 % etanola in 2 mL destilirane vode ter reakcija
z 2 mL suspenzije jeter, 4 mL 30 % etanola in 2 mL destilirane vode ter reakcija z 2 mL suspenzije jeter,
4 mL 60 % etanola in 2 mL destilirane vode. S tem je bila pokazana ni¢na aktivnost, ker ni prisotnega
substrata, ki bi bil kataliziran. Te reakcije potekajo po istem postopku kot reakcije, ki vsebujejo substrat
(koraki 6 —10).

6. Z rocno pipeto v epruveto vlijemo 2 mL 1 % vodikovega peroksida. V drugo epruveto vlijemo 2 mL
jetrne suspenzije in 4 mL destilirane vode. Pred uporabo pipete jetrno suspenzijo premesamo.

7. Obe epruveti damo v stojalo za epruvete v vodni kopeli in ju pustimo tam, da raztopine doseZejo
zahtevano temperaturo, ki jo zaznamo s termometrom. Termometer speremo z destilirano vodo pred
vsakim merjenjem, da ne pride do kontaminacije snovi.

8. Jetrno suspenzijo z dodano destilirano vodo prenesemo v epruveto, ki vsebuje peroksid, takoj
zapremo s tlacnim senzorjem in podatke zbiramo 3 minute. Ko se meritev ustavi, se graf shrani v Logger
Pro. Za pridobitev vrednosti hitrosti na grafu, bo v Logger Pro uporabljena funkcija »linearna regresija«
na naraséajo¢emu delu grafa.

9. Vse epruvete se ocistijo z destilirano vodo.
10. Postopek od 6 — 9 se ponovi Se stirikrat, da dobimo 5 meritev za vsako koncentracijo.
11. Koraki 6 — 10 se ponovijo za ostale Stiri koncentracije vodikovega peroksida pri 0 % etanolu.

12. Koraki 6 — 11 se ponovijo z zamenjavo 30 % in nato 60 % etanola namesto destilirane vode. Jetrni
suspenziji v vodni kopeli namesto destilirane vode dodamo 4 mL etanola (sprva 30 % in v kasnejsih
poskusih 60 %).

13. Shranjene so tri datoteke v Logger Pro, ki vsebujejo vsaka 25 grafov hitrosti reakcije za tri razli¢ne
koncentracije etanola.

3.6 Varnost in skrb za okolje

Za zascito so bila uporabljena standardna laboratorijska oblacila, vklju¢no z belim laboratorijskim
plas¢em, rokavicami iz lateksa in ocali. Epruveta se lahko pod pritiskom zlomi zaradi intenzivnosti
reakcije, zato se nosi zasCitna ocala; rokavice pa zaradi ravnanja s strupenimi snovmi, ki lahko
poskodujejo koZo (tako etanol kot vodikov peroksid). Nosi se tudi maska, saj sta obe raztopini hlapni.

Raztopino etanola in katalaze lahko odlijemo v odtok, vendar je treba peroksid razredciti, saj ga lahko
vlijemo v umivalnik samo, ¢e je njegova koncentracija niZja od 3 %. Peroksid v epruvetah, kjer je prislo
do reakcije, se je spremenil v vodo, zato ga ni treba redciti.
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4. ANALIZA PODATKOV IN REZULTATI

4.1 Neobdelani podatki

V vseh kontrolnih meritvah brez substrata je bila hitrost reakcije, kot pri¢akovano, ni¢na. Ce bi reakcija
kljub temu potekla, bi bila mozna kontaminacija s peroksidom.

Podatki pridobljeni v eksperimentalnih meritvah (v prisotnosti substrata) so prikazani v treh grafih s 25
krivuljami, vsak graf pri petih razlicnih koncentracijah substrata, ki so barvno usklajene za boljso
preglednost.

200 e——

Pressure (kPa)

150

/ ?" - :)/“’:F’fi’: l___—/—/—/)/‘_
!‘ﬁj;);‘i)))ij
100+ ] ;,;;,/
0 2|0 4'0 6In ﬂh

Time (s)

Slika 4: Sprememba tlaka (kPa) v Casu (s) za meritve brez etanola; v programu Logger Pro

200+

Pressure (kPa)

1504

100+

Time (s)

Slika 5: Sprememba tlaka (kPa) v ¢asu (s) za meritve s 30 % etanolom; v programu Logger Pro
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Slika 6: Sprememba tlaka (kPa) v Casu (s) za meritve s 60 % etanolom; v programu Logger Pro

4.2 Obdelava podatkov

Za pridobitev podatkov o reakcijski hitrosti za vsako meritev, je bil izracunan naklon (gradient) vsake
krivulje, s tem da je bila posplosena na linearno regresijo v programu Logger Pro. Regresija je narejena
le v zacetnem delu reakcije, ko se substrat pretvarja v produkt, torej od samega zacetka spremembe
tlaka pa do maksimuma. Pri razli¢nih koncentracijah substrata je bilo tako definicijsko obmocje funkcije
linearne regresije razlicno, a se je le tako dalo pravilno dolociti naklone (vedno je bilo med 10 in 20
sekund). Pri istih koncentracijah pa je bil asovni parameter enak za vse ponovitve.

V 1 1

1004/~ /[‘ |
; "C‘ 20 30

Slika 7: Primer uporabljene linearne regresije v Logger Pro na nizu podatkov (0 % etanol pri 5 % peroksidu)

Podatki o naklonih, torej hitrosti reakcije, so tabelirani spodaj. Za statisticno mero je bila uporabljena
aritmetic¢na sredina in standardna deviacija, v Microsoft Excelu.
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Table 4: Hitrost reakcije v kPa/s za razlicne koncentracije substrata pri 0 % etanolu (kontrola)

2,000

Hitrost reakcije (kPa/s) £ 0,01 kPa/s
Koncentracija H,0 (%) | Ponovitev1| P2 P3 P4 P5 Aritmeti¢na sredina| SD?
1,00 1,13 195 | 096 | 0,61 | 0,87 1,10 0,455
2,00 2,51 2,65 | 2,94 | 2,25 | 2,01 2,47 0,319
3,00 5,34 6,01 | 4,99 | 5,32 6,91 5,72 0,682
4,00 8,46 6,99 | 8,20 | 8,33 | 9,72 8,34 0,866
5,00 9,87 9,97 | 11,22 | 12,28 | 10,62 10,79 0,890
Table 5: Hitrost reakcije v kPa/s za razlicne koncentracije substrata pri 30 % etanolu
Hitrost reakcije (kPa/s) £ 0,01 kPa/s
Koncentracija H20, (%) | Ponovitev1| P2 P3 P4 P5 | Aritmeti¢na sredina| SD
1,00 0,75 0,73 | 0,73 | 0,43 | 0,63 0,65 0,120
2,00 1,47 1,38 | 1,57 | 1,67 | 1,38 1,49 0,112
3,00 2,46 2,16 | 1,83 | 2,35 2,01 2,16 0,226
4,00 4,41 5,32 | 525 | 6,02 5,05 5,21 0,515
5,00 8,82 529 | 6,21 | 6,38 | 7,32 6,80 1,20
Table 6: Hitrost reakcije v kPa/s za razlicne koncentracije substrata pri 60 % etanolu
Hitrost reakcije (kPa/s) £ 0,01 kPa/s
Koncentracija H20, (%) | Ponovitevl | P2 P3 P4 P5 | Aritmeti¢na sredina SD
1,00 0,20 0,08 | 0,03 | 0,05 | 0,02 0,07 0,066
2,00 0,07 0,07 | 0,05 | 0,05 | 0,06 0,06 0,009
3,00 0,72 0,11 | 0,04 | 0,01 | 0,03 0,18 0,272
4,00 0,24 0,04 | 0,02 | 0,01 | 0,05 0,07 0,084
5,00 0,73 0,15| 0,06 | 0,02 | 0,03 0,20 0,271
4.3 Grafic¢ni prikaz
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Slika 8: Graf hitrosti razpada vodikovega peroksida v kPa/s pri razlicnih koncentracijah substrata (1 - 5 %), v prisotnosti
(30, 60 %) in odsotnosti (0 %) etanola

3 SD — standardna deviacija podatkov
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Podatki iz tabel 4 — 6 so prikazani na grafu, narejenim v Excelu. Kot interval napake na grafu (»error
bar«) je bila uporabljena standardna deviacija.

4.4 Statisticni test

S T-testom je bilo ugotovljeno ali so rezultati statisticno pomembni. T-test je statisti¢ni test, ki na
podlagi povprecja meritev in standardnega odklona ugotovi, ali je razlika med dvema nizoma podatkov
statisticno pomembna ali zgolj naklju¢na. p-vrednost je bila izra¢unana v Microsoft Excelu in rezultati
so se Steli za pomembne, ¢e je bila manjsa od 0,05, kar pomeni, da obstaja 95-odstotna gotovost, da
rezultati niso naklju¢ni (Biology For Life, 2009). Najprej je bila postavljena nicelna hipoteza T-testa (ni
bistvene razlike v hitrosti reakcije med dvema pogojema z razlicno koncentracijo bodisi etanola ali
vodikovega peroksida), nato pa alternativna hipoteza T-testa (obstaja pomembna razlika v hitrosti
reakcije med dvema meritvama odvisne spremenljivke ). Alternativna hipoteza je bila podprta, ce je
bila p-vrednost niZja od 0,05.

Najprej so bile testirane zaporedne koncentracije substrata pri vsakem izmed krivulj grafa, saj bi
nezanesljivi rezultati pokazali, da ni dejanskega trenda, ki ga prikazuje graf. 60 % etanol je bil za
statisti¢ni test izpuscen, saj je iz rezultatov razvidno, da gotovo ni razlike med razliénimi
koncentracijami vodikovega peroksida. Te ugotovitve temeljijo na standardni deviaciji in prekrivanju
intervalov napake na grafu.

Table 7: Tabela p-vrednosti med zaporednimi koncentracijami vodikovega peroksida pri 0% etanolu

Vrednosti primerjane pri 0 % etanolu p-vrednost So rezultati statisticno pomembni?
1% in 2 % vodikov peroksid 0,001647 Da
2 % in 3 % vodikov peroksid 0,001126 Da
3 % in 4 % vodikov peroksid 0,00162 Da
4% in 5 % vodikov peroksid 0,00602 Da

Table 8: Tabela p-vrednosti med zaporednimi koncentracijami vodikovega peroksida pri 30% etanolu

Vrednosti primerjane pri 30 % etanolu p-vrednost So rezultati statisticho pomembni?
1% in 2 % vodikov peroksid 0,000645 Da
2% in 3 % vodikov peroksid 0,002402 Da
3 % in 4 % vodikov peroksid 0,000257 Da
4% in 5 % vodikov peroksid 0,064906 Ne

Drugi del testa je bil opravljen med istimi koncentracijami pri razli¢cnih pogojih etanola (60 % zopet
izpuscen, ker je Ze iz standardnih deviacij razlika ocitna), da se vidi ali je razlika med povprecji meritev
zanesljiva in statisticno pomembna.

Table 9: Tabela p-vrednosti med 0 % etanolom in 30 % etanolom pri enakih koncentracijah vodikovega peroksida

Primerjava vrednosti med razlicnimi p-vrednost So rezultati statisticno
koncentracijami etanola pomembni?
1%v0%etanoluin1 % v 30 % etanolu 0,041317 Da

2% v 0% etanoluin 2 % v 30 % etanolu 0,001821 Da

3% v 0% etanoluin 3 % v 30 % etanolu 0,000351 Da

4% v0%etanoluin 4 % v 30 % etanolu 0,001723 Da

5% v 0% etanoluin5 % v 30 % etanolu 0,004587 Da
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5. ZAKLJUCEK IN RAZPRAVA

5.1 Sklepi

Rezultati v tabelah 4 in 5 ter na sliki 4 jasno kazejo, da povecana koncentracija substrata dejansko
poveca hitrost reakcije. Tudi na podlagi T-testa v tabelah 7 in 8 lahko vidimo, da so ti rezultati
statisticno pomembni. Edini statisti¢no nerelavanten rezultat, je med 4 % in 5 % substratom pri 30 %
etanolu na T-testu, kar pomeni, da se pri visjih koncentracijah hitrost ni ve¢ povecala. To bi lahko bil
razlog za dvom v rezultat, vendar pa gre to z roko v roki s teorijo nekompetitivne inhibicije, saj se hitrost
reakcije pri visjih koncentracijah substrata za¢ne zmanjSevati, in je tako statisticno nepomembna
skozi »plateau« sugestira nekompetitivno inhibicijo. Drugi dokaz za to je Se viden v intervalih napak
na sliki 4; ker se v visjih koncentracijah substrata pri etanolnem pogoju zaporedne vrednosti
standardnih deviacij prekrivajo, to pomeni, da rezultatov ni mogoce razlikovati med seboj ali pa so
priblizno enaki, kar dejansko opisuje delovanje »plateau«-ja. Vsi drugi intervali napak v eksperimentu
pa se ne prekrivajo, kar je poleg T-testa Se dodaten pokazatelj, da je razlika med nadaljnjimi hitrostmi
reakcije pomembna.

Izjema je odstopanje od trenda konstantnega narascanja, ki je opazno pri 60 % etanolu, kjer je
reakcijska hitrost prakti¢éno ni¢na skozi celoten potek. To nakaZze, da ima glavni trend encimskega
delovanja izjemo, in sicer popolno inhibicijo, ko nasi¢enost inhibitorja oslabi encim do take mere, da
sploh ne more delovati. To je bilo pri¢akovano, saj je bila koncentracija etanola veliko previsoka, zato
so bila vsa alosteri¢na mesta encimov zasedena in so preprecevala katalizo. Hipoteza 1 je torej podprta,
vendar le za koncentracije etanola pod ali enake 30 %, saj je naslednja testirana viSja koncentracija
pokazala popolno inhibicijo brez trenda. To so splosne ugotovitve o encimih v prisotnosti inhibitorja in
se skladajo z ugotovitvami Studije Robinson, 2015, ki je preucevala lastnosti encimov in njihove kinetike
pri razli¢nih pogoijih.

Tudi hipotezo 2 je mogoce podpreti, saj je jasno, da je etanol vplival na aktivnost katalaze z znizanjem
reakcijske hitrosti pri razgradnji vodikovega peroksida; hitrost pri vsaki koncentraciji substrata s 30 %
etanola je bila bistveno niZja od hitrosti v vzorcih brez etanola. Hitrost v 60 % stanju je bila tudi niZja
od vrednosti v tako 0 % etanolu kot 30 % etanolu, kar kaZe, da narascajoca kolic¢ina etanola dodatno
upocasni reakcijo, razvidno iz tabel 4, 5 in 6. Enak trend je bil nakazan Ze s preliminarnimi testi, ki so
bili opravljeni z vecjim razponom koncentracij etanola in torej kaze Se bolj splosen trend. Ugotovitve
podpirajo teorijo iz Studij, ki so jih opravili Temple in Ough, 1975 ter Delaune in Asayouri, 2021. Temple
in Ough sta raziskovala vinske koncentracije etanola kot moZni inhibitor katalaze, rezultati tega
poskusa pa Se dodatno potrjujejo, da koncentracije etanola dejansko zmanjsajo aktivnost katalaze.
Temple in Ough sta tudi dokazala, da je spremembo v reakciji dejansko povzrocil etanol, ne pa druge
snovi v grozdju, kot so na primer tanini (Temple in Ough, 1975), ta raziskovalna naloga pa je tako ali
tako uporabljala Cisti etanol.
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Hipotezo 3 je mogoce podpreti, vendar le s sklepanjem. Rezultati iz slike 4 ter tabel 5 in 6 kaZejo, da se
reakcijska hitrost nenehno povecuje in ne doseze enakega najvecjega tlaka kot reakcija brez etanola v
tabeli 4. To sovpada s teorijo iz Studije Robinson, 2015, ki kaze, da nekompetitivni inhibitorji
nepovratno spremenijo encim, kar pomeni, da bo etanol zmanjSal moznost, da substrat doseze encim,
ki ne bi imel zasedenega alostericnega mesta. V tem eksperimentu, reakcije v obeh pogojih z etanolom
(30 % in 60 5) sledijo enaki obliki krivulje kot graf aktivnosti katalaze brez etanola, kar je tudi v skladu
steorijoiz Robinson, 2015. Predlagano pa je, da bi morali grafi v visjih koncentracijah doseci ustaljenost
(»plateau«), kar je le delno vidno. Zaradi popolne inhibicije v pogoju s 60 % etanolom je to neopazno,
pri 30 % etanolu pa na to le namigujejo intervali napak in p-vrednosti T-testa. Za dodaten dokaz tej
trditvi, bi morali izvesti poskus tudi na visjih koncentracijah substrata, kjer bi mogel biti prisoten trend
nespremenjene hitrosti, ki se ne bi razlikovala od te pri 5 % substratu. V ta namen bi bila potrebna
boljSa oprema, ki je dovolj mocna da preseze tlak, ki bi ga ustvaril tako koncentriran peroksid. Torej
lahko le predvidevamo, da je etanol nekompetitiven, ne moremo pa glede na dane rezultate, vsaj ne
posredno. Indirekten dokaz pa je lahko to, da gotovo ni kompetitiven, saj bi se mogla hitrost pri visjih
koncentracijah substrata vztrajno eksponentno vecati, kar pa se ni.

Potrjeno je torej, da je etanol zares inhibitor katalaze, ¢eprav mehanizem tega zaviranja reakcije ni
zagotovo poznan. Vidno je tudi, da koncentracije nad 60 % v 10 mL reakcijski zmesi povzrocijo popolno
inhibicijo reakcije, kar ustreza celokupni 15 % koncentraciji etanola, kar se sklada s teorijo v uvodu. To
je tudi priblizna koncentracija vecine vin, zato se ugotovitve skladajo s Studijo Temple in Ough, ki sta
ugotovila, da katalazo inhibira Ze vinska koncentracija etanola.

5.2 Evalvacija metode in statisticne zanesljivosti

e Merilna_oprema: Temperatura je bila dobro nadzorovana tako z vodno kopeljo kot s
termometrom (negotovost samo + 0,5°C). Tudi vsa ostala uporabljena oprema je bila ¢imbolj
natanéna kakor jo je moZno pridobiti za bioloski laboratorij; na primer uporaba avtomatske

pipete namesto kapalk.

e Empiri¢ni podatki: Vsaka koncentracija je bila izmerjena petkrat, Sesti¢ pa Se kot kontrolna
(0% raztopina), zaradi Cesar je bil poskus zelo kvantificiran in dal dovolj rezultatov za zanesljive
meritve standardnega odklona in zagotovilo bolj zanesljivo povprecje.

e Meritev_statisticne zanesljivosti rezultatov: Za oceno zanesljivosti rezultatov sta bila
uporabljena standardna deviacija (intervali napak na grafih) in T-test. Standardna odstopanja

v

svobodno porazdeljeni, intervali napak se tako prekrivajo le v primerih blizu »plateau«-ja
encimske reakcije. Drugi T-testi so pokazali zanesljivost v vrednosti p = 0,05, kar je obicajna p-
vrednost v biologiji.

e Rezultati znanstvene skupnosti: Rezultati so skladni s prejsnjimi raziskavami na temo
inhibitorjev katalaze in koncentracij etanola v vinu (omenjeni v 5.1 Sklepi).

e Nadzor pH: pH ni bil prilagojen ali nadzorovan s pufrom, saj bi ioni lahko motili reakcijo bolj
kot bi pomagali ustvariti konstantne razmere (mozno je, da bi ioni v pufru delovali kot
inhibitorji). Merjenje pH je tako ali tako manjSega pomena, saj so vse snovi nevtralne, poleg
tega pa je optimum katalaze pri priblizno pH = 7.

e Tlacni senzor: Zaradi zamude pri zacepitvi epruvet, je lahko zacetna hitrost reakcije niZja od
realne, saj je del plina mogoce usel, vendar je to Se vseeno najucinkovitejSa metoda za
merjenje encimske aktivnosti. Pri vsaki meritvi je bila epruveta v zaprta najkrajSem casu,
Ceprav je lahko prislo do zamude pri visjih koncentracijah, ko je reakcija bolj burna.
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e Koncentracija katalaze: V vseh merjenijih je bila konstantna, vendar absolutne koncentracije za
tocno ta eksperiment ni mogoce dolociti, saj se del govejih jeter morda ni v celoti pomesal z
elektricnim mesalnikom, ali pa je deléek jeter ostal na filtrirnem papirju ali v liju. Kljub temu pa
je bila koncentracija v vseh primerih enaka, ¢eprav verjetno manjsa od predvidenih 13 g/L.

e Merske napake: Naklju¢ne napake zaradi eksperimentatorja in sistemati¢ne napake zaradi
merilne opreme so najvelje slabosti tega poskusa. Vse sistematske absolutne napake so
podane pri vsakem materialu v sekciji 3.4 Materiali, seStete napake merjenja pa tudi v tabelah
4—6.

e Modeliranje grafov: Linearna regresija je bila uporabljena kot najpriro¢nejSe orodje, ki ga
ponuja Logger Pro, ¢eprav bi bila uporaba integralov ali regresije krivulje natanénejsa.

5.3 Nadaljnjo delo in izboljsave

Stevilo ponovitev bi lahko povecali, da bi dodatno zagotovili zanesljivost (10 — 15 ponovitev), pa tudi
preizkusili reakcijo na Se vedjih koncentracijah substrata in etanola (10%, 20%, 40% etanola), saj bi to
lahko dalo vedji razpon podatkov in splosni trend ez velik razpon koncentracij, vendar je to delo
izjemno zamudno.

Dodan bi lahko bil pufer in njegov vpliv na reakcijo opazovan, vendar bi to lahko delo Se oteZilo, saj bi
bilo treba vse druge prostornine optimizirati, da ne bi ustvarili previsokih tlakov v epruvetah, saj bi
lahko eksplodirala.

Za ogled razli¢nih katalazinih aktivnosti in njihovo primerjavo bi lahko uporabili vec virov katalaze (kvas,
krompir, jetra) in tudi ve¢ koncentracij, da bi se pokazalo Se kako vpliva koncentracija encima (in ne le
substratain inhibitorja) na kinetiko reakcije. |1z tega je mogoce tudi dolociti vsebnost katalaze v razli¢nih
rastlinskih in Zivalskih tkivih.

Za izboljSanje homogenosti raztopine se lahko namesto mesSanja uporabi segrevanje ali centrifuga, da
je koncentracija v reakciji karseda to¢na, lahko pa se uporabi tudi Cisto komercialno prodajano
katalazo.
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