Proteine S

Stationenlernen: Enzymversuche

Vorwort und Organisation:

Im 4-stindigen Profil- und Neigungsfach Chemie lernen die Schuler/innen die Proteine als
Struktur- und Funktionsmolekile des Lebens kennen. Beim Stationenlernen haben die
Schiler/innen die Méglichkeit, die Enzymversuche (Stationen) auszuwahlen, die sie gerne
bearbeiten mdchten. Gleichzeitig kommt man der Lehrplanforderung nach, dass das
selbststandige Arbeiten der Schiler/innen nicht nur im Praktikum, sondern auch in anderen
Unterrichtsformen weiterentwickelt wird (vgl. Lehrplanheft 3/2001, ,Bildungsplan Kursstufe®,
S. 214).

Die vorliegenden Lernstationen bieten lediglich eine Auswahl von méglichen Enzym-
versuchen. Fir die Unterrichtspraxis kdnnen davon einzelne Stationen ausgewahlt
oder andere Stationen hinzugefligt werden.

Méglicher Unterrichtsgang:

Bau und Funktion von Proteinen / Enzymen

Stationenlernen ,Enzymversuche®, etwa 2 Stunden (siehe Anmerkung 1)
Auswertung der Versuche der Lernstationen (siehe Anmerkung 2 und 3)
Abrundung des Themas

Anmerkung 1:

Der Zeitbedarf fir die einzelnen Stationen ist verschieden. Bei groBer Schuilerzahl ist es
deshalb ratsam, einzelne Stationen doppelt anzubieten.

Die Schiler/innen arbeiten in Zweier- oder Dreiergruppen.

Innerhalb einer Doppelstunde kdnnen nur 2-5 Stationen bearbeitet werden. Es muss nicht
jede/r Schiler/in jeden Versuch selbst durchgefiihrt haben! Die Inhalte der nicht selbst
bearbeiteten Stationen miissen in der Auswertungsphase und in der hauslichen Nacharbeit
erfasst werden.

e Jede/r Schiller/in erhlt 1 Arbeitsblatt mit einer kurzen Ubersicht (iber die einzelnen
Stationen.

e Jede/r Schiiler/in erhélt zuséatzlich an jeder Station, die gerade bearbeitet wird,
1 Stationsblatt.

Im Verlauf der Doppelstunde entscheidet jede Gruppe, von welcher Versuchsstation bzw. von
welchen Versuchsstationen die Ergebnisse und Erkenntnisse im Plenum vorgestellt werden (=
Eintrag in eine Liste: Namen der Gruppenmitglieder, Station Nr. ...).

Anmerkung 2:

Von jeder Versuchsstation werden die Ergebnisse aller Aufgaben von jeweils einer Gruppe in
einem Kurzvortrag vorgestellt und im Plenum diskutiert. Ergdnzende Informationen
vervollstandigen den Sachverhalt.

Alle Schiler/innen sichern sich die Ergebnisse von den Versuchen, die sie nicht selbst
durchgefuhrt haben.

Anmerkung 3:

In der Materialliste sind die fUr die Lernstationen erforderlichen Gerate und Chemikalien
zusammengestellt.

Unter Hinweise und Lésungen finden Sie in sehr knapper Form Hintergrundinformationen
und Lésungen zu den Aufgaben der einzelnen Stationen.
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Materialliste:

Station 1: Anorganischer Katalysator und Biokatalysator ,,Katalase*

5 Reagenzglaser (RG), RG-Stander, Knoblauchpresse, kleines Becherglas, Spatel, Messer, Glimmspan,
Brenner, Schutzbrille.

Wasserstoffperoxid-Ldsung (w = 10 %), Braunstein MnO,, Kartoffel, Trockenhefe.

Station 2: Die pH-Abhéangigkeit der Enzymwirkung
3 Reagenzglaser (RG), RG-Stander, Spatel. Trockenhefe, Wasserstoffperoxid-Lésung (w = 10 %), verd.
Salzsaure, verd. Natronlauge, Universalindikatorpapier.

Station 3: Die Temperaturabhéngigkeit der Enzymwirkung

4 Reagenzglaser (RG), RG-Stander, Spatel, Schutzbrille, 3 x 400-mL-Becherglaser (fir Wasserbader
0°C, 20 °C, 37 °C), 3 Thermometer, Brenner, RG-Klammer.

Trockenhefe, Wasserstoffperoxid-Losung (w = 10 %), Eis, Universalindikatorpapier.

Station 4: Substratspezifitat der Urease

3 Reagenzglaser (RG), RG-Stander, Armbanduhr oder Stoppuhr.

Frische Losungen von Harnstoff (w = 2 %) und N-Methylharnstoff (w = 2%), Phenolphthalein-Lésung,
Urease-Suspension (w = 0,1 %) in Tropfflaschen.

Station 5: Substrathemmung der Urease

3 Reagenzglaser (RG), RG-Stander, Armbanduhr oder Stoppuhr.

Frische Harnstofflosung (w = 2 %), gesattigte Harnstofflosung (w = 50 %), Phenolphthalein-Lésung,
Urease-Suspension (w = 0,1 %) in Tropfflaschen.

Station 6: Kompetitive Hemmung der Urease

5 Reagenzglaser (RG), RG-Stander, weiBe Unterlage (z.B. Heft).

Frische Lésungen von Harnstoff (w = 1 %) und N-Methylharnstoff (w = 5 %), Phenolphthalein-Lésung,
Urease-Suspension (w = 0,1 %) und dest. Wasser in Tropfflaschen.

Station 7: Einfluss von Salzen auf Urease

10 Reagenzglaser (RG), RG-Stander, Lésungen in Tropfflaschen.

Harnstoff-Lésung (w = 2 %), Schwermetallsalz-Lésungen (c = 0,1 mol/L) von z.B. Kupfersulfat, Nickel(l)-
chlorid (Xi), Zink(ll)-sulfat, Kochsalzlésung (c = 0,1 mol/L), Phenolphthalein-Lésung, Urease-Suspension
(w=0,1%).

Station 8: GegenmaBnahmen bei Schwermetallvergiftungen

8 Reagenzglaser (RG), RG-Stander, Lésungen in Tropfflaschen.

Harnstofflésung (w = 5 %), Kupfer(ll)-sulfatlésung (c = 0,001 mol/L), Phenolphthalein-Lésung, EDTA-
Lésung (¢ = 0,1 mol/L, Dinatriumsalz), Cystein-Lésung (c = 0,1 mol/L), Urease-Suspension (w = 0,1 %),
Aqgua dest.

Zur Herstellung von jeweils 100 mL der genannten Lésungen mit oben angegebener Konzentration
bendtigt man: 0,025 g CuSO, - 5 H,O [Xn, NJ; 3,72 g EDTA-Dinatriumsalz; 1,21 g Cystein (Cystein und
EDTA missen im heiBen Wasserbad gelést werden).

Station 9a: Enzymatischer Abbau von Harnstoff - Messwerterfassung mit dem Computer
20-mL-Schnappdeckelglas, Rihrfisch, Magnetstab, Stativmaterial, Magnetrihrer, Leitfahigkeitsmesszelle,
Messwandler (z.B. ALL-CHEM-MISST), Computer mit geeigneter Software (z.B. AK Analytik 32), Drucker,
2-mL- und 10-mL-Pipette, Pipettierhilfe, 100-mL-Becherglas (Spiilen der Messzelle).

Bei Messung der Temperaturabhangigkeit der Enzymaktivitat (siehe Hinweis): Kristallisierschale flr
Wasserbad, Kontaktthermometer.

Harnstoff-Lésung (w = 2 %), Urease-Suspension (w = 0,1 %), dest. Wasser.

Versuch 9b: Enzymatischer Abbau von Harnstoff - pH-Messung

20-mL-Schnappdeckelglas, Rihrfisch, Magnetstab, Stativmaterial, Magnetriihrer, Stativmaterial, pH-Meter,
2-mL- und 10-mL-Pipette, Pipettierhilfe, Stoppuhr oder Armbanduhr.

Harnstoff-Lésung (w = 2 %), Urease-Suspension (w = 0,1 %), dest. Wasser, Puffer zum Eichen des pH-
Meters.

Station 10: Was haben Enzyme mit Kése zu tun?

3 Reagenzglaser (RG), RG-Stander, 37 °C-Wasserbad, Thermometer, 5-mL-Pipette, Pipettierhilfe, 2
Tropf-pipetten, Mérser + Pistill, Brenner, RG-Klammer, Armbanduhr oder Stoppuhr.

Frische pasteurisierte Milch, Hobbythek-Labtabletten (erhéltlich in Apotheken oder Fa. Rink Wangen:
www.rink-gmbh.de [-> Art.Nr. 1023 DM, 25 Stick, 7,85 €] oder beim Hersteller: Grinau lllertissen GmbH,
Robert-Hansen-Str. 1, 89257 lllertissen).
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Stationenlernen Enzymversuche Sl

, Arbeitsblatt: Ubersicht iiber die Stationen 1-10

Station 1: Anorganischer Katalysator und Biokatalysator ,,Katalase”

Fullen Sie in jedes der 5 RG etwa 2 mL (eine Daumenbreite) Wasserstoffperoxid-Lésung ein.
- RG 1: Dient zum Vergleich.

- RG 2: Spatelspitze MnO, zufligen und umschiitteln.

- RG 3: Kartoffelstlickchen zufligen und umschitteln.

- RG 4: Frisch gepressten Kartoffelbrei (Knoblauchpresse) zufligen und umschitteln.

- RG 5: Spatelspitze Trockenhefe zufiigen und umschdtteln.

- Weisen Sie das entstehende Gas nach! (Wie?)

Station 2: Die pH-Abhéangigkeit der Enzymwirkung

Bereiten Sie 3 RG mit je einer Spatelspitze Trockenhefe vor.

- RG 1: + ca. 2 mL (eine Daumenbreite) verdiinnte Salzsaure, umschutteln und etwa 5 min lang
einwirken lassen

- RG 2: + ca. 2 mL verdinnte Natronlauge, umschutteln und etwa 5 min lang einwirken lassen

- RG 3: + ca. 2 mL Leitungswasser, umschutteln und etwa 5 min lang einwirken lassen.

- Prifen Sie zwischenzeitlich den pH-Wert von Salzsaure, Natronlauge und Leitungswasser.

- FGgen Sie dann zu allen 3 RG je 1 mL Wasserstoffperoxid-Lésung zu.

Station 3: Die Temperaturabhéngigkeit der Enzymwirkung

Bereiten Sie 4 RG vor:

- RG 1: + Spatelspitze Trockenhefe + ca. 1 mL (halbe Daumenbreite) Leitungswasser. Kochen Sie den
RG-Inhalt kurz auf und lassen Sie es danach abkuhlen.

- RG 2: + ca. 1 mL Leitungswasser + ca. 2 mL Wasserstoffperoxid-Lésung, 5 min lang in Eiswasser
stellen.

- RG 3: + ca. 1 mL Leitungswasser + ca. 2 mL Wasserstoffperoxid-L&sung, 5 min lang in Wasserbad mit
der Temperatur des Leitungswassers stellen.

- RG 4: + ca. 1 mL Leitungswasser + ca. 2 mL Wasserstoffperoxid-L&sung, 5 min lang in Wasserbad mit
37 °C stellen.

- FOgen Sie zu RG 1 ca. 2 mL Wasserstoffperoxid-Lésung und zu den RG 2-4 je 1 Spatelspitze
Trockenhefe hinzu und vergleichen Sie nach kurzem Schutteln die Intensitat der Gasentwicklung.

Station 4: Substratspezifitat der Urease

CH3
s
/N Hs Urease /N —H
O=C\ + Hzo COQ + 2 NH3 O=C\
NH», NH»
Harnstoff N-Methylharnstoff

002 + 2 NH3 + 2 Hgo
Bereiten Sie 3 RG vor:
- RG 1: Ca. 2 mL (eine Daumenbreite) Harnstoff-Ldsung + 2 Tr. Phenolphthalein
- RG 2: Ca. 2 mL Harnstoff-Lésung + 2 Tr. Phenolphthalein
- RG 3: Ca. 2 mL N-Methylharnstoff-Lésung + 2 Tr. Phenolphthalein
- Geben Sie zu den Versuchsanséatzen in RG 2 und RG 3 je 1 mL Urease-Suspension und schitteln Sie
kurz um. Stoppen Sie die Zeit bis zur Pinkfarbung des Inhalts.

2NH;" + HCO3 + OH

Station 5: Substrathemmung der Urease

Bereiten Sie 3 RG vor:

- RG 1: Ca. 2 mL (eine Daumenbreite) Harnstoff-Losung (w = 2 %) + 2 Tr. Phenolphthalein
- RG 2: Ca. 2 mL Harnstoff-Lésung (w = 2 %) + 2 Tr. Phenolphthalein

- RG 3: Ca. 2 mL Harnstoff-Lésung (w = 50 %) + 2 Tr. Phenolphthalein

Geben Sie zu den Versuchsansétzen in RG 2 und RG 3 je 1 mL Urease-Suspension und schutteln Sie
kurz um. Stoppen Sie die Zeit bis zur Pinkfarbung des Inhalts.
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Station 6: Kompetitive Hemmung der Urease
Bereiten Sie 5 RG vor:

RG 1: Ca. 2 mL (eine Daumenbreite) Harnstoff-Lésung + 3 Tr. Phenolphthalein

RG 2a: Ca. 2 mL Harnstoff-Lésung + 2 mL dest. Wasser + 3 Tr. Phenolphthalein

RG 3a: Ca. 2 mL Harnstoff-Losung + 2 mL N-Methylharnstoff-Lésung + 3 Tr. Phenolphthalein

RG 2b und RG 3b: Je ca. 1 mL Urease-Suspension.

GieBen Sie die Urease-Suspensionen (RG 2b und RG 3b) zeitgleich zu den Versuchsanséatzen von
RG 2a und RG 3a und schiitteln Sie kurz um. Beobachten Sie beide Versuchsansétze (ber einer
weiBBen Unterlage.

Station 7: Einfluss von Salzen auf Urease
Bereiten Sie 5 RG vor:

RG 1: Ca. 1 mL (halbe Daumenbreite) Urease-Suspension
RG 2: Ca. 1 mL Urease-Suspension + 3 Tr. Kupfersalzlésung
RG 3: Ca. 1 mL Urease-Suspension + 3 Tr. Nickelsalzlésung
RG 4: Ca. 1 mL Urease-Suspension + 3 Tr. Zinksalzlésung
RG 5: Ca. 1 mL Urease-Suspension + 3 Tr. Kochsalzlésung

Lassen Sie die Salzlésungen 2-3 min lang einwirken!

Wahrend dieser Einwirkzeit bereiten Sie 5 weitere RG mit je 2 mL Harnstofflésung (eine Daumenbreite)
und 2 Tr. Phenolphthalein vor.

Danach gieBen Sie die Harnstofflésungen zu den Urease-Suspensionen und schiitteln kurz um.

Station 8: GegenmaBnahmen bei Schwermetallvergiftungen
Bereiten Sie 4 RG vor:

RG 1a: Ca. 1 mL (halbe Daumenbreite) Urease-Suspension .

RG 2a: Ca. 1 mL Urease-Suspension + 3 Tr. Kupfer(Il)-sulfatidsung.
RG 3a: Ca. 1 mL Urease-Suspension + 3 Tr. Kupfer(Il)-sulfatiésung.
RG 4a: Ca. 1 mL Urease-Suspension + 3 Tr. Kupfer(Il)-sulfatidsung.

Lassen Sie die Kupfer(ll)-sulfatldsungen 2-3 min lang einwirken!
Wahrend dieser Einwirkzeit werden 4 weitere RG vorbereitet:

RG 1b: Ca. 2 mL (eine Daumenbreite) Harnstofflésung + 3 Tr. Phenolphthalein + 1 mL H,0.
RG 2b: wie RG 1'.

RG 3b: Ca. 2 mL Harnstofflésung + 3 Tr. Phenolphthalein + 1 mL EDTA-L&sung.

RG 4b: Ca. 2 mL Harnstofflésung + 3 Tr. Phenolphthalein + 1 mL Cysteinlésung.

Dann gieBen Sie die Harnstofflésungen zu den Urease-Suspensionen (RG 1b>RG 1a, RG 2b>RG 2a,
USW.).
Notieren Sie die Beobachtungen nach 5, 10 und 15 Minuten. (Nehmen Sie den RG-Sténder der Station 8

f

ur die weitere Beobachtung zur nachsten Station mit).

Station 9a: Enzymatischer Abbau von Harnstoff — Messwerterfassung mit dem Computer

Pipettieren Sie 10 mL Harnstofflésung in das Schnappdeckelglas mit Rihrfisch.

Schalten Sie dann den Magnetriihrer ein und priifen die Leitfahigkeit mit dem Leitféhigkeitsprifer. Der
Computer zeigt die Leitfahigkeit digital in mS (Millisiemens) an.

Wenn die Leitfahigkeit konstant bleibt, geben Sie 2 mL Urease-Suspension zu und klicken mit der
Maustaste das griine Feld ,Start” an.

Versuch 9b: Enzymatischer Abbau von Harnstoff — pH-Meter

Der Verlauf des Harnstoffabbaus wird durch die pH-Messung der Lésung verfolgt.

Station 10: Was haben Enzyme mit Kéase zu tun?

Beschriften Sie 3 RG mit ,Lab“, ,Lab erhitzt“ und ,K* fiir Kontrolle.
Stellen Sie diese 3 RG mit 2 mL (eine Daumenbreite) frischer, pasteurisierter Milch ins Wasserbad mit 37

°C

RG 4: Eine halbe, im Mérser zerriebene Hobbythek-Labtablette in 2 mL (eine Daumenbreite)

Leitungswasser auflésen und den Inhalt von RG 4 auf RG 4 und RG 5 verteilen.

RG 5: Die Enzymldsung etwa 1 min lang aufkochen.

Geben Sie zum RG ,Lab“ 3 Tr. der nicht erhitzten ,Lab-Ldsung” (RG 4) und ins RG ,Lab erhitzt* 3
Tr. der aufgekochten ,Lab-Lésung” (RG 5). Stellen Sie beide RG nach dem Vermischen der
Inhalte fiir 10 min in ein 37 °C-Wasserbad und notieren Sie alle 2 min ihre Beobachtungen.
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S Stationenlernen Enzymversuche Sl

Py
1—cE=c—2

9 Station 1: Anorganischer Katalysator und Biokatalysator ,, Katalase*

Grundlagen: Katalasen sind Enzyme, die das bei der Zellatmung anfallende Zellgift Wasserstoff-
peroxid in Wasser und Sauerstoff spalten und damit eliminieren.[1] Das Enzym
kommt in allen pflanzlichen und tierischen Organen vor, besonders in der Leber
und in den Erythrozyten.

Aufgaben: [2,3]

1. Flhren Sie den Versuch durch. Vorsicht: Wasserstoffperoxid ist atzend! Bei
Hautkontakt sofort mit Wasser spuilen. Protokollieren Sie die Beobachtungen.
2. Formulieren Sie die Reaktionsgleichung fir die Zersetzung von Wasserstoffperoxid.
3. Veranschaulichen Sie ihre Versuchsergebnisse, indem Sie den Reaktionsverlauf unter
Verwendung verschiedener Farben in ein Energie-Zeit-Diagramm einzeichnen.
Ordinate: Energie
Abszisse: Reaktionsverlauf
4. Stellen Sie lhre Ergebnisse und Erkenntnisse dem Plenum vor.

Materialien: 5 Reagenzglaser (RG), RG-Stander, Knoblauchpresse, kleines Becherglas, Spatel,
Messer, Glimmspan, Brenner, Schutzbrille.
Wasserstoffperoxid-Lésung (w = 10 %), Braunstein MnO,, Kartoffel, Trockenhefe.

Durchfiihrung: Schutzbrille!

Flllen Sie in jedes der 5 RG etwa 2 mL (eine Daumenbreite) Wasserstoffperoxid-Lésung ein.
- RG 1: Dient zum Vergleich.
- RG 2: Spatelspitze MnO, zuftgen.
- RG 3: Kartoffelstiickchen zufigen und umschutteln.
- RG 4: Frisch gepressten Kartoffelbrei (Knoblauchpresse) zufiigen und umschitteln.
- RG 5: Spatelspitze Trockenhefe zufligen und umschitteln.
- Weisen Sie das entstehende Gas nach! (Wie?)

Auswertung: .......

Lit.: [1] Ohne Titel, http:://sbg.ac.at/plus/plus_4_98/nw/breitenbach.html (10.08.2003)
[2] B.Blume: Biologieaufgabe: Katalase; berndblume@t-online.de
[3] S.Eberhardt: Die Behandlung von Enzymen im GK 12, Zulassungsarbeit Kurs 98/1;
eberhardt sandra@hotmail.com

StD Gerhard Braun, Gymnasium bei St. Michael Schwébisch Hall, Tingentaler Str. 92, 74523 Schwébisch
Hall; mail@braun-sha.de ; 2001
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Stationenlernen Enzymversuche Sl

Station 2: Die pH-Abhangigkeit der Enzymwirkung

Grundlagen: Sie arbeiten mit Trockenhefe. Diese enthélt Katalase. Katalasen sind Enzyme, die
das bei der Zellatmung anfallende Zellgift Wasserstoffperoxid in Wasser und Sauerstoff spalten
und damit eliminieren.[1] Das Enzym kommt in allen pflanzlichen und tierischen Organen vor,
besonders in der Leber und in den Erythrozyten.

Aufgaben: [2]

1. Fuhren Sie den Versuch durch. Vorsicht: Wasserstoffperoxid ist dtzend! Bei
Hautkontakt sofort mit Wasser spiilen. Protokollieren Sie die Beobachtungen.

2. Was schlieBen Sie aus den Versuchsergebnissen?

3. Stellen Sie lhre Ergebnisse und Erkenntnisse dem Plenum vor.

Materialien: 3 Reagenzglaser (RG), RG-Stander, Spatel.
Trockenhefe, Wasserstoffperoxid-Losung (w = 10 %), verd. Salzsaure, verd.
Natronlauge, Universalindikatorpapier.

Durchfiihrung: Schutzbrille!

Bereiten Sie 3 RG mit je einer Spatelspitze Trockenhefe vor.

- RG 1: + ca. 2 mL (eine Daumenbreite) verdiinnte Salzsdure, umschutteln und etwa 5 min
lang einwirken lassen

- RG 2: + ca. 2 mL verdunnte Natronlauge, umschuitteln und etwa 5 min lang einwirken lassen

- RG 3: + ca. 2 mL Leitungswasser, umschutteln und etwa 5 min lang einwirken lassen.

- Prifen Sie zwischenzeitlich den pH-Wert von Salzsaure, Natronlauge und Leitungswasser.

- Flgen Sie dann zu allen 3 RG je 1 mL Wasserstoffperoxid-Lésung zu.

Auswertung: .......

Zusatzaufgabe: Amylase, Pepsin und Trypsin sind Verdauungsenzyme, die unterschiedliche
Nahrungsbestandteile in unserem Korper abbauen.

Ordnen Sie die drei Enzyme den entsprechenden Kurven im Diagramm (s. unten) zu. Bedenken

Sie dabei, in welchem Milieu die Enzyme jeweils ihre optimale Wirkung entfalten. [3]

AEnzymaktivitat

N e

0 2 4 6 8 pH-Wert

Tipp: Die oben genannten Enzyme wirken im Mund, im Magen bzw. im Dinndarm.

Lit.: [1] Ohne Titel, http:://sbg.ac.at/plus/plus_4_98/nw/breitenbach.html (10.08.2003)
[2] B.Blume: Biologieaufgabe: Katalase; berndblume@t-online.de
[38] S.Eberhardt: Die Behandlung von Enzymen im GK 12, Zulassungsarbeit Kurs 98/I1;
eberhardt sandra@hotmail.com
[4] H.Bayrhuber, U.Kull: Linder Biologie, 21. Aufl.,1998, Abb.122.2

StD Gerhard Braun, Gymnasium bei St. Michael Schwébisch Hall, Tingentaler Str. 92, 74523 Schwébisch
Hall; mail@braun-sha.de; 2001
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Station 3: Temperaturabhangigkeit der Enzymwirkung

Grundlagen: Sie arbeiten mit Trockenhefe. Diese enthélt Katalase. Katalasen sind Enzyme, die
das bei der Zellatmung anfallende Zellgift Wasserstoffperoxid in Wasser und Sauerstoff spalten
und damit eliminieren.[1] Das Enzym kommt in allen pflanzlichen und tierischen Organen vor,
besonders in der Leber und in den Erythrozyten.

Aufgaben: [2]

1. Fuhren Sie den Versuch durch. Vorsicht: Wasserstoffperoxid ist dtzend! Bei
Hautkontakt sofort mit Wasser spulen. Protokollieren Sie die Beobachtungen.

2. Was schlieBen Sie aus den Versuchsergebnissen?

3. Stellen Sie lhre Ergebnisse und Erkenntnisse dem Plenum vor.

Materialien: 4 Reagenzglaser (RG), RG-Stander, Spatel, Schutzbrille, 3 x 400-mL-Becherglaser
(fir Wasserbader 0°C, 20 °C, 37 °C), 3 Thermometer, Brenner, RG-Klammer. Trockenhefe,
Wasserstoffperoxid-Lésung (w = 10 %), Eis, Universalindikatorpapier.

Durchfiihrung: Schutzbrille!

Bereiten Sie 4 RG vor:

- RG 1: + Spatelspitze Trockenhefe + ca. 1 mL (halbe Daumenbreite) Leitungswasser. Kochen
Sie den RG-Inhalt kurz auf und lassen Sie es danach abkuhlen.

- RG 2: + ca. 1 mL Leitungswasser + ca. 2 mL Wasserstoffperoxid-L6sung, 5 min lang in
Eiswasser stellen.

- RG 3: + ca. 1 mL Leitungswasser + ca. 2 mL Wasserstoffperoxid-Lésung, 5 min lang in
Wasserbad mit der Temperatur des Leitungswassers stellen.

- RG 4: + ca. 1 mL Leitungswasser + ca. 2 mL Wasserstoffperoxid-L6sung, 5 min lang in
Wasserbad mit 37 °C stellen.

- Fagen Sie zu RG 1 ca. 2 mL Wasserstoffperoxid-Lésung und zu den RG 2-4 je 1
Spatelspitze Trockenhefe hinzu und vergleichen Sie nach kurzem Schitteln die Intensitat der
Gasentwicklung.

Auswertung: .......

Zusatzaufgabe: [3]
AReaktionsgeschwindigkeit ~ ,

Bei welcher Temperatur ,arbeiten“ die Enzyme unseres Kérpers als MaB der Enzymaktivitat ¢

wohl am besten? 7
Die Reaktionsgeschwindigkeit chemischer Reaktionen nimmt mit .

steigender Temperatur entsprechend der RGT-Regel zu. Wie
lautet diese Regel?

Bei biochemischen Reaktionen (Enzymreaktionen) verhéalt sich
die Reaktionsgeschwindigkeit ab einer bestimmten Temperatur
anders. Dies geht aus der folgenden Grafik [4] hervor.

Temperatur
Beg rinden Sie den Sachverhalt! Abhéngigkeit der Enzymaktivitét von der Temperatur

Lit.: [1] Ohne Titel,
http:://sbg.ac.at/plus/plus_4_98/nw/breitenbach.html (10.08.2003)
[2] B.Blume: Biologieaufgabe: Katalase; berndblume@t-online.de
[3] S.Eberhardt: Die Behandlung von Enzymen im GK 12, Zulassungsarbeit Kurs 98/1;
eberhardt sandra@hotmail.com
[4] H.Bayrhuber, U.Kull: Linder Biologie, 21. Aufl.,1998, Abb.122.1

StD Gerhard Braun, Gymnasium bei St. Michael Schwabisch Hall, Tlingentaler Str. 92, 74523 Schwébisch
Hall; mail@braun-sha.de ; 2001
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29 Station 4: Substratspezifitat der Urease [1]

Grundlagen: Urease kommt in vielen Pflanzen, Schimmelpilzen und Bodenbakterien vor. Der
Ammoniakgeruch von Gille hat seinen Grund im bakteriellen, enzymatischen Harnstoffabbau
nach folgenden Reaktionen:

CHs;
/
/NHg Urease ,N\H
O:C\ + H2O C02 + 2 NH3 O:C\
NH, NH,
Harnstoff N-Methylharnstoff

COz + 2 NH3 + 2 Hgo 2 NH4+ + HCOs_ + OH

Aufgaben:

1. Flhren Sie den Versuch durch und protokollieren Sie die Beobachtungen.
2. Was schlieBen Sie aus den Versuchsergebnissen?
3. Stellen Sie lhre Ergebnisse und Erkenntnisse dem Plenum vor.

Materialien: 3 Reagenzglaser (RG), RG-Stéander, Armbanduhr oder Stoppuhr.
Frische L6sungen von Harnstoff (w = 2 %) und N-Methylharnstoff (w = 2 %),
Phenolphthalein-Lésung, Urease-Suspension (w = 0,1 %) in Tropfflaschen.

Durchfiihrung: Bereiten Sie 5 RG vor:

- RG 1: Ca. 2 mL (eine Daumenbreite) Harnstoff-Lésung + 2 Tr. Phenolphthalein

- RG 2: Ca. 2 mL Harnstoff-Lésung + 2 Tr. Phenolphthalein

- RG 3: Ca. 2 mL N-Methylharnstoff-Losung + 2 Tr. Phenolphthalein

- Geben Sie zu den Versuchsansatzen in RG 2 und RG 3 zeitgleich je 1 mL Urease-

Suspension und schitteln Sie kurz um. Stoppen Sie die Zeit bis zur Pinkfarbung des

Inhalts.

Auswertung: ............

Lit.: [1] R.Blume: http://dc2.uni-bielefeld.de/dc2/katalyse/vkat-013.htm (09.09.2001), verandert

StD Gerhard Braun, Gymnasium bei St. Michael Schwabisch Hall, Tlingentaler Str. 92, 74523 Schwébisch

Hall; mail@braun-sha.de ; 2001
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Station 5: Substrathemmung der Urease [1]

Grundlagen: Urease kommt in vielen Pflanzen, Schimmelpilzen und Bodenbakterien vor. Der
Ammoniakgeruch von Gille hat seinen Grund im bakteriellen, enzymatischen Harnstoffabbau
nach folgenden Reaktionen:

NH, Urease

o=c¢" + HO = COp + 2 NH,
NH,

Harnstoff

C02 + 2NH3 + 2H20 - 2NH4+ + HCO3> + OH

Aufgaben:

1. FUOhren Sie den Versuch durch und protokollieren Sie die Beobachtungen.
2. Was schlieBen Sie aus den Versuchsergebnissen?
3. Stellen Sie lhre Ergebnisse und Erkenntnisse dem Plenum vor.

Materialien: 3 Reagenzglaser (RG), RG-Stander, Armbanduhr oder Stoppuhr.
Frische Harnstofflosung (w = 2 %), geséattigte Harnstofflésung (w = 50 %),
Phenolphthalein-Lésung, Urease-Suspension (w = 0,1 %) in Tropfflaschen.

Durchfiihrung: Bereiten Sie 5 RG vor:

- RG 1: Ca. 2 mL (eine Daumenbreite) Harnstoff-Lésung (w = 2 %) + 2 Tr. Phenolphthalein

- RG 2: Ca. 2 mL Harnstoff-Lésung (w = 2 %) + 2 Tr. Phenolphthalein

- RG 3: Ca. 2 mL Harnstoff-Lésung (w = 50 %) + 2 Tr. Phenolphthalein

- Geben Sie zu den Versuchsansatzen in RG 2 und RG 3 zeitgleich je 1 mL Urease-
Suspension und schiitteln Sie kurz um. Stoppen Sie die Zeit bis zur Pinkfarbung des
Inhalts.

Auswertunq: ............

Lit.: [1] R.Blume: http://dc2.uni-bielefeld.de/dc2/katalyse/vkat-013.htm (09.09.2001), verandert

StD Gerhard Braun, Gymnasium bei St. Michael Schwabisch Hall, Tlingentaler Str. 92, 74523 Schwébisch
Hall; mail@braun-sha.de ; 2001
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29 Station 6: Kompetitive Hemmung der Urease [1]

Grundlagen: Urease kommt in vielen Pflanzen, Schimmelpilzen und Bodenbakterien vor. Der
Ammoniakgeruch von Gille hat seinen Grund im bakteriellen, enzymatischen Harnstoffabbau
nach folgenden Reaktionen:

CHs;
/
_NH, Urease ,N\H
O:C\ + H2O C02 + 2 NH3 O:C\
NH, NH,
Harnstoff N-Methylharnstoff

C02 + 2NH3 + 2H20 - 2 NH4+ + HCOs_ + OH

Aufgaben:
1. Flhren Sie den Versuch durch und protokollieren Sie die Beobachtungen.

2. Was schlieBen Sie aus den Versuchsergebnissen?
3. Stellen Sie lhre Ergebnisse und Erkenntnisse dem Plenum vor.

Materialien: 5 Reagenzglaser (RG), RG-Stander, weiBe Unterlage (z.B. Heft).
Frische L6sungen von Harnstoff (w = 1 %) und N-Methylharnstoff (w = 5%),
Phenolphthalein-Lésung, Urease-Suspension (w = 0,1 %) und dest. Wasser in
Tropfflaschen.

Durchfiihrung: Bereiten Sie 5 RG vor:

- RG 1: Ca. 2 mL (eine Daumenbreite) Harnstoff-Lésung + 3 Tr. Phenolphthalein

- RG 2a: Ca. 2 mL Harnstoff-L6sung + 2 mL dest. Wasser + 3 Tr. Phenolphthalein

- RG 3a: Ca. 2 mL Harnstoff-L6sung + 2 mL N-Methylharnstoff-Lésung + 3 Tr. Phenolphthalein

- RG 2b und RG 3b: Je ca. 1 mL Urease-Suspension.

- GieBen Sie die Urease-Suspensionen (RG 2b und RG 3b) zeitgleich zu den
Versuchsanséatzen von RG 2a und RG 3a. Beobachten Sie beide Versuchsansatze
Uber einer weiBen Unterlage.

Auswertunq: ............

Lit.: [1] R.Blume: http://dc2.uni-bielefeld.de/dc2/katalyse/vkat-013.htm (09.09.2001), verandert

StD Gerhard Braun, Gymnasium bei St. Michael Schwabisch Hall, Tlingentaler Str. 92, 74523 Schwébisch
Hall; mail@braun-sha.de ; 2001
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Station 7: Einfluss von Salzen auf Urease [1]

Grundlagen: Urease kommt in vielen Pflanzen, Schimmelpilzen und Bodenbakterien vor. Der
Ammoniakgeruch von Gille hat seinen Grund im bakteriellen, enzymatischen Harnstoffabbau
nach folgenden Reaktionen:

NH, Urease

O:C< + HO CO, + 2 NHg
NH,

Harnstoff

COQ + 2NH3 + 2 Hzo 2NH4+ + HCOg_ + OH

Aufgaben:
1. FUhren Sie den Versuch durch und protokollieren Sie die Beobachtungen.
2. Was schlieBen Sie aus den Versuchsergebnissen?
3. Stellen Sie lhre Ergebnisse und Erkenntnisse dem Plenum vor.

Materialien: 10 Reagenzglaser (RG), RG-Stander, Losungen in Tropfflaschen.
Harnstoff-Lésung (w = 2 %), Schwermetallsalz-Lésungen (¢ = 0,1 mol/L) von z.B. Kupfersulfat,
Nickel(Il)-chlorid (Xi), Zink(Il)-sulfat usw., Kochsalzlésung (c = 0,1 mol/L), Phenolphthalein-
Lésung, Urease-Suspension (w = 0,1 %).

Zur Herstellung von 100 mL Salzlésung (c = 0,1 mol/L) bendtigt man:
- 2,509 CuSO, - 5 H0O [Xn, N]

- 2,37 g NiCl, - 6 HO [T]

- 2,8892ZnS0O, - 7 HO [Xi, N]

- 0,58 g NaCl

Durchfiihrung: Bereiten Sie 5 RG vor:

- RG 1: Ca. 1 mL (halbe Daumenbreite) Urease-Suspension

- RG 2: Ca. 1 mL Urease-Suspension + 3 Tr. Kupfersalzlésung

- RG 3: Ca. 1 mL Urease-Suspension + 3 Tr. Nickelsalzlésung

- RG 4: Ca. 1 mL Urease-Suspension + 3 Tr. Zinksalzlésung
RG 5: Ca. 1 mL Urease-Suspension + 3 Tr. Kochsalzlésung

Lassen Sie die Salzlésungen 2-3 min lang einwirken!

Wahrend dieser Einwirkzeit bereiten Sie 5 weitere RG mit je 2 mL Harnstofflésung (eine Daumen-
breite) und 2 Tr. Phenolphthalein vor.

Danach gieBen Sie die Harnstofflésungen zu den Urease-Suspensionen und schiitteln kurz um.

Auswertung: ............

Lit.: [1] R.Blume: http://dc2.uni-bielefeld.de/dc2/katalyse/vkat-018.htm (09.09.2001), verandert

StD Gerhard Braun, Gymnasium bei St. Michael Schwabisch Hall, Tlingentaler Str. 92, 74523 Schwébisch
Hall; mail@braun-sha.de ; 2001
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29 Station 8: GegenmaBnahmen bei Schwermetallvergiftungen [1]

Grundlagen: Urease kommt in vielen Pflanzen, Schimmelpilzen und Bodenbakterien vor. Der
Ammoniakgeruch von Gille hat seinen Grund im bakteriellen, enzymatischen Harnstoffabbau
nach folgenden Reaktionen:

/NH2 Urease
— H>O
O C\ + 2
NH,
Harnstoff
COQ + 2 NH3 + 2 H20 - 2 NH4+ + HCOg_ + OH

CO, + 2 NHy

Aufgaben:

1. Flhren Sie den Versuch durch und protokollieren Sie die Beobachtungen.
2. Was schlieBen Sie aus den Versuchsergebnissen?
3. Stellen Sie lhre Ergebnisse und Erkenntnisse dem Plenum vor.

Materialien: 8 Reagenzglaser (RG), mehrere RG-Stander, Lésungen in Tropfflaschen.
Harnstofflosung (w = 5 %), Kupfer(ll)-sulfatlésung (c = 0,001 mol/L), Phenolphthalein-Lésung,
EDTA-L6sung (c = 0,1 mol/L, Dinatriumsalz), Cystein-Lésung (c = 0,1 mol/L), Urease-Suspension
(w=0,1 %), Aqua dest.

Zur Herstellung von 100 mL Lésung mit oben angegebener Konzentration bendtigt man:
- 0,025 g CuSO, - 5 H,0 [Xn, N]

- 3,72 g EDTA-Dinatriumsalz

- 1,21 g Cystein

Durchfiihrung: Bereiten Sie 4 RG vor:

- RG 1a: Ca. 1 mL (halbe Daumenbreite) Urease-Suspension .

- RG 2a: Ca. 1 mL Urease-Suspension + 3 Tr. Kupfer(ll)-sulfatlésung.

- RG 3a: Ca. 1 mL Urease-Suspension + 3 Tr. Kupfer(ll)-sulfatlésung.
RG 4a: Ca. 1 mL Urease-Suspension + 3 Tr. Kupfer(ll)-sulfatlésung.

Lassen Sie die Kupfer(ll)-sulfatidésungen 2-3 min lang einwirken!

Wahrend dieser Einwirkzeit werden 4 weitere RG vorbereitet:

- RG 1b: Ca. 2 mL (eine Daumenbreite) Harnstofflésung + 3 Tr. Phenolphthalein + 1 mL H,O.
- RG 2b: wie RG 1b.

- RG 3b: Ca. 2 mL Harnstofflésung + 3 Tr. Phenolphthalein + 1 mL EDTA-L&sung.

- RG 4b: Ca. 2 mL Harnstofflésung + 3 Tr. Phenolphthalein + 1 mL Cysteinlésung.

Dann gieBen Sie die Harnstoffldsungen zu den Urease-Suspensionen (RG 1b - RG 1a, RG 2b
- RG 2a, usw.).

Notieren Sie die Beobachtungen nach 5, 10 und 15 Minuten.
Nehmen Sie den RG-Stander der Station 8 fiir die weitere Beobachtung zur nachsten
Station mit!

Auswertung: ............

Lit.: [1] R.Blume: http://dc2.uni-bielefeld.de/dc2/katalyse/vkat-030.htm (09.09.2001), verandert

StD Gerhard Braun, Gymnasium bei St. Michael Schwébisch Hall, Tlngentaler Str. 92, 74523 Schwébisch
Hall; mail@braun-sha.de ; 2002
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\
7—gEme—%

= Station 9a:
éé Enzymatischer Abbau von Harnstoff — Messwerterfassung mit dem Computer

Grundlagen: Urease kommt in vielen Pflanzen, Schimmelpilzen und Bodenbakterien vor. Der
Ammoniakgeruch von Gille hat seinen Grund im bakteriellen, enzymatischen
Harnstoffabbau nach folgenden Reaktionen:

NH, Urease

0=—C + H.O

CO, + 2 NHg

Harnstoff
CO; + 2NH; + 2H,0 2 NH,* + HCO5 + OH

Der Verlauf des Harnstoffabbaus kann durch die Veranderung der elektrischen Leitfahigkeit
der LOsung verfolgt werden.

Aufgaben:

1. FUhren Sie den Versuch durch und protokollieren Sie die Beobachtungen.
2. Was schlieBen Sie aus den Versuchsergebnissen?
3. Stellen Sie lhre Ergebnisse und Erkenntnisse dem Plenum vor.

Materialien: 20-mL-Schnappdeckelglas, Rihrfisch, Magnetstab, Stativmaterial, Magnetrihrer,
Leitfahigkeitsmesszelle, Messwandler (z.B. ALL-CHEM-MISST), Computer mit geeigneter Software (z.B.
AK Analytik Professional oder AK Analytik 32), Drucker, 2-mL- und 10-mL-Pipette, Pipettierhilfe, 100-mL-
Becherglas (zum Spiilen der Messzelle).

Bei Messung der Temperaturabhangigkeit der Enzymaktivitat (siehe Hinweis): Kristallisierschale fir
Wasserbad, Kontaktthermometer.

Harnstoff-Lésung (w = 2 %), Urease-Suspension (w = 0,1 %), dest. Wasser.

Versuchsaufbau: [1]

—_—am 1 == AL.CHEM-M =

00 © 10|18y

+U/i1- pH

Voreinstellungen am ALL-CHEM-MISST und am Computer: [2]
e ALL-CHEM-MISST: Leitfahigkeitsmesszelle anschlieBen, Messbereich 200 mS
und PC einstellen

e MessgroBe: Leitfahigkeit

e Wandler/ Kanal: ACM L 200 mS

e Darstellung: Grafik- und Digitalanzeige

e X-Achse: Zeit, Zeitintervall: 1 s, x-Bereichsobergrenze: 300 s
e Y-Achse: Leitwert, Einheit: mS

e Y-Bereichsobergrenze: 2

e Y-Nachkommastellen: 3

47



Durchfiihrung: [2]

- Pipettieren Sie 10 mL Harnstofflésung in das Schnappdeckelglas mit Rihrfisch.

- Schalten Sie dann den Magnetrihrer ein und priifen die Leitfahigkeit mit dem
Leitfahigkeitsprufer. Der Computer zeigt die Leitfahigkeit digital in mS (Millisiemens) an.

- Wenn die Leitfahigkeit konstant bleibt, geben Sie 2 mL Urease-Suspension zu und klicken
mit der Maustaste das griine Feld ,Start” an.

- Die Anderung der Leitfahigkeit wird sowohl grafisch in einem Diagramm als auch digital auf
dem Monitor aufgezeichnet. Klicken Sie nach Ablauf der Messzeit von 300 s mit der
Maustaste das Feld ,beenden” an.

- Daten speichern

- Gehen Sie mit der Maustaste auf die Symbolleiste und klicken Sie unter ,Messen*
,Messreihe aufnehmen* an.

- Spulen Sie die Leitfahigkeitsmesszelle mit dest. Wasser, damit sie fiir den nachsten Versuch
einsatzbereit ist.

Hinweis: Der Versuch kann bei verschiedenen Temperaturen (40 °C, 60 °C, 80 °C, 100 °C)
wiederholt werden.

Auswertung: .....

Lit.: [1] F.Kappenberg: Versuchsordner des Arbeitskreises ,Computer im Chemieunterricht®, 1997
[2] S.Eberhardt: Die Behandlung von Enzymen im GK 12, Zulassungsarbeit Kurs 98/Il;
eberhardt sandra@hotmail.com, veréndert

StD Gerhard Braun, Gymnasium bei St. Michael Schwabisch Hall, Tlingentaler Str. 92, 74523 Schwébisch
Hall; mail@braun-sha.de ; 2001
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Station 9b: Enzymatischer Abbau von Harnstoff — pH-Messung

Grundlagen: Urease kommt in vielen Pflanzen, Schimmelpilzen und Bodenbakterien vor. Der
Ammoniakgeruch von Gille hat seinen Grund im bakteriellen, enzymatischen
Harnstoffabbau nach folgenden Reaktionen:

NH, Urease
lo—¢ + H,O
NH,
Harnstoff
CO; + 2NH; + 2H,0

CO, + 2 NHg

2 NH," + HCO3 + OH

Der Verlauf des Harnstoffabbaus kann durch die Veranderung des pH-Wertes der Lésung
verfolgt werden.

Aufgaben:

1. FUOhren Sie den Versuch durch und protokollieren Sie die Beobachtungen.
2. Was schlieBen Sie aus den Versuchsergebnissen?
3. Stellen Sie lhre Ergebnisse und Erkenntnisse dem Plenum vor.

Materialien: 20-mL-Schnappdeckelglas, Rihrfisch, Magnetstab, Stativmaterial, Magnetrihrer,
Stativmaterial, pH-Meter, 2-mL- und 10-mL-Pipette, Pipettierhilfe, Stoppuhr oder Armbanduhr.

Harnstoff- Losung (w = 2 %), Urease-Suspension (w = 0,1 %), dest. Wasser, Pufferldésungen zum Eichen
des pH-Meters.

Durchfuhrung: - Pipettieren Sie 10 mL Harnstoffldsung in das
GlasgefaB mit Ruhrfisch.

- Schalten Sie den Magnetrihrer ein und protokollieren

{ Sie vor der Zugabe der Urease-Suspension den pH-
Wert der L6sung > Wertetabelle: pH bei t = 0.

- Nach Zugabe von 2 mL Urease-Suspension starten
Sie die Stoppuhr.

- Protokollieren Sie alle 10 s den pH-Wert. Die
Messung wird beendet, wenn sich der pH-Wert nicht
mehr andert.

p— ] - Lassen Sie nach dem Spulen die pH-Elektrode im
- dest. Wasser stehen, damit sie fir den nachsten
Fabific pH Versuch einsatzbereit bleibt. pH-Meter bitte nicht

ausschalten!

Messwerte:

Zeit t

in's 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 | 100 | 110 | 120

pH

Zir?itst 130 | 140 | 150 | 160 | 170 | 180 | 190 | 200 | 210 | 220 | 230 | 240

pH

Auswertung: ......

StD Gerhard Braun, Gymnasium bei St. Michael Schwébisch Hall, Tlngentaler Str. 92, 74523 Schwébisch
Hall; mail@braun-sha.de ; 2001
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Station 10: Was haben Enzyme mit Kase zu tun?

Grundlagen: Das Enzym Chymosin (auch Labferment oder Rennin genannt) aus Kélbermagen
wird biotechnologisch zur Gerinnung von Milch verwendet. Chymosin ist eine Protease. Es
spaltet vom Hauptprotein der Milch, dem Iéslichen Casein, an einer bestimmten Stelle ein Peptid
ab, so dass unlésliches Casein entsteht. Das Casein féllt aus, die Milch gerinnt.

Diese Reaktion ist im Kalbermagen der erste Schritt zur Verdauung der Milchproteine. In der
Nahrungsmittelindustrie wird er zur Kaseherstellung genutzt. Heute wird Gberwiegend
gentechnisch hergestelltes Chymosin eingesetzt. [1]

Aufgaben:

1. FUOhren Sie den Versuch durch und protokollieren Sie die Beobachtungen.

2. Was schlieBen Sie aus den Versuchsergebnissen?

3. Wenn man bei diesem Versuch neben pasteurisierter Milch H-Milch einsetzt, erkennt man
deutlich, dass H-Milch sehr viel schlechter gerinnt als pasteurisierte Milch. H-Milch ist in
der Molkerei 2-5 Stunden lang auf 85 °C erhitzt worden. Erkléaren Sie dieses
Versuchsergebnis!

4. Stellen Sie lhre Ergebnisse und Erkenntnisse dem Plenum vor.

Materialien: 3 Reagenzglaser (RG), RG-Sténder, 37 °C-Wasserbad, Thermometer, 5-mL-Pipette,
Pipettierhilfe, 2 Tropfpipetten, Mérser + Pistill, Brenner, RG-Klammer, Armbanduhr oder Stoppubhr.

Frische pasteurisierte Milch, Hobbythek-Labtabletten.

Durchfiihrung: Schutzbrille!

Beschriften Sie 3 RG mit ,Lab“, ,Lab erhitzt“ und ,K* fir Kontrolle.
Stellen Sie diese 3 RG mit 2 mL (eine Daumenbreite) frischer, pasteurisierter Milch in ein
Wasserbad mit 37 °C.

RG 4: Eine halbe, im Mdrser zerriebene Hobbythek-Labtablette in 2 mL (eine Daumenbreite)
Leitungswasser auflésen und den Inhalt von RG 4 auf RG 4 und RG 5 verteilen.
RG 5: Die Enzymlésung etwa 1 min lang aufkochen.

Geben Sie zum RG ,Lab“ 3 Tr. der nicht erhitzten ,Lab-Lésung” (RG 4) und ins RG ,Lab erhitzt“ 3
Tr. der aufgekochten ,Lab-Lésung” (RG 5). Stellen Sie beide RG nach dem Vermischen der
Inhalte flr 10 min in ein 37 °C-Wasserbad und notieren Sie alle 2 min ihre Beobachtungen.

Versuchsergebnisse:

, Chymosin | Chymosin
Zeit ,}I/_ab“ e¥hitzt Kontrolle
2 min
- keine Gerinnung 4 min
+ schwache Gerinnung | 6 min
++ starke Gerinnung 8 min
10 min

Auswertung: .........

Lit.:[1] S.Eberhardt: Die Behandlung von Enzymen im GK 12, Zulassungsarbeit Kurs 98/I;
eberhardt sandra@hotmail.com, verandert

StD Gerhard Braun, Gymnasium bei St. Michael Schwébisch Hall, Tingentaler Str. 92, 74523 Schwébisch
Hall; mail@braun-sha.de ; 2001
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Hinweise und Lésungen

Station 1: Anorganischer Katalysator und Biokatalysator ,,Katalase“

Beob.: RG1: - ; RG 2: starke Gasentwicklung, Inhalt erwarmt sich; RG 3: schwache Gasentwicklung;
RG 4: starke Gasentwicklung, Inhalt erwarmt sich; RG 5: starke Gasentwicklung, Inhalt erwarmt
sich; Glimmspanprobe positiv.

Auswertung: Der anorganische Katalysator Braunstein beschleunigt die Zersetzung von H,O,, wobei

Sauerstoff entsteht. In Kartoffeln und Trockenhefe ist der Biokatalysator Katalase enthalten, der ebenfalls

die Zersetzung von H,O, beschleunigt. Der frisch gepresste Kartoffelbrei hat eine viel gréBere Oberflache

als das Kartoffelstlickchen, daher die starkere Enzymwirkung.

Katal
Zu2: 2 H0, —2alase 0+ 0, T | AH<0

Zu 3.: Energie-Zeit-Diagramm einer exothermen Reaktion ohne und mit Enzym.

Deutung der Enzymwirkung: Erniedrigung der Aktivierungsenergie durch anderen Reaktionsverlauf,
Enzym-Substrat-Komplex.

Hinweis: Das Zellgift Wasserstoffperoxid entsteht im Zellstoffwechsel z.B. durch unvollsténdige
Elektroneniibertragung auf Sauerstoff. Bei vollstdndiger Elektronenlbertragung auf Sauerstoff entsteht
Wasser.

- vollstédndige Elektroneniibertragung: 4H g+ O + 4 — 2H,0

-> unvollstandige Elektronenlbertragung: 2H'3q+ O2 + 2 — H)0, [1]

Die Katalasen verhindern durch die Zersetzung von H,O, die Schadigung von Zellstrukturen.

Station 2: Die pH-Abhéangigkeit der Enzymwirkung
Beob.: RG 1: pH 1, keine Veranderung
RG 2: pH 12, schwache Gasentwicklung
RG 3: pH 7, starke Gasentwicklung, leichte Erwarmung
Auswertung: Deutung der Ergebnisse mittels Schliissel-Schloss-Prinzip. Bei zu niedrigem bzw. zu hohem
pH-Wert wird die Tertidrstruktur des Enzyms verandert. Es kommt zu Protonenanlagerungen oder —
abspaltungen an den funktionellen Gruppen —COO™ und —-NH3;" der Aminoséaurereste. Dadurch verandern
sich die innermolekularen Wechselwirkungen zwischen Aminosaureresten des Proteinmolekils und somit
dessen Struktur.
Zusatzaufgabe: Linke Kurve: Pepsin > Abbau von EiweiB im Magen (pH 2 — 3).
Mittlere Kurve: Amylase des Mundspeichels - Abbau von Starke im Mund (pH = 7).
Rechte Kurve: Trypsin - Abbau von Eiwei3 im Zwdélffingerdarm (pH 8 — 9).
Weshalb verliert Pepsin im Dinndarm seine katalytische Aktivitat?

Station 3: Die Temperaturabhéngigkeit der Enzymwirkung
Beob.: RG 1: Keine Gasentwicklung

RG 2-4: Intensitat der Gasentwicklung nimmt von 0 °C bis 37 °C zu )
Auswertung: Katalase wird durch Kochen denaturiert, d.h. die EiweiBstruktur wird durch Uberwinden von
Innermolekularen Anziehungskraften (Van-der-Waals'Krafte, Wasserstoffbriicken, Disulfidbriicken)
irreversibel verandert.
Zusatzaufgabe: 37 °C, RGT-Regel, Deutung der Grafik:
1. Zunehmende Enzymaktivitat gemaB der RGT-Regel
2. Optimale Enzymaktivitat: ...
3. Abnehmende Enzymaktivitat: Ab Ubersteigen des Temperaturoptimums wird mit zunehmender
Temperatur die EiweiBstruktur des Enzyms zunehmend verandert. Zunachst werden im Molekll Van-der-
Waals’Kréfte Gberwunden, dann Wasserstoffbriicken und schlieBlich Disulfidbriicken zerstort.
4. Keine Enzymaktivitat: Enzym denaturiert.

Station 4: Substratspezifitat der Urease
Beob.: RG 1: Ldsung bleibt farblos

RG 2: Beginnende Pinkfarbung nach 13 s = intensive Pinkfarbung

RG 3: Beginnende Pinkfarbung nach 150 s - schwache Pinkfarbung
Auswertung: Deutung der Ergebnisse mithilfe des Schllssel-Schloss-Prinzips. Im Unterschied zu einem
Harnstoffmolekdl ist im N-Methylharnstoffmolekil ein H-Atom durch eine viel gréBere Methyl-Gruppe
ersetzt. Daher passt N-Methylharnstoff nicht so gut ins aktive Zentrum der Urease wie Harnstoff.
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Hinweis: Nach der Gefahrstoffverordnung ist der Versuch auch mit Thioharnstoff erlaubt, es wird aber auf
eine Ersatzstoffprifung hingewiesen. Der Ersatzstoff N-Methylharnstoff ist mit dem Gefahrensymbol Xn
gekennzeichnet, Thioharnstoff mit Xn und N.

N bedeutet umweltsché&dlich, hier: Giftig fir Wasserorganismen, kann in Gewassern langerfristig schadliche
Wirkung haben.

Lésungen mit w(Thioharnstoff) < 10 % mussen nicht mit einem Gefahrensymbol gekennzeichnet werden!
Wird eine Thioharnstoff-Lésung anstelle der N-Methylharnstoff-Losung (RG 3) eingesetzt, erfolgt in der
Ublichen Beobachtungszeit keine Pinkfarbung.

Station 5: Substrathemmung der Urease
Beob.: RG 1: Lésung bleibt farblos

RG 2: Beginnende Pinkfarbung nach 7 s

RG 3: Beginnende Pinkfarbung nach 200 s
Auswertung: Die Ureaseaktivitét ist in 50 %-iger Harnstoffldsung deutlich geringer als in 2 %-iger. Bei zu
hoher Substratkonzentration wird das Enzym offensichtlich gehemmt.
Hinweis: Jedes Harnstoffmolekil hat im aktiven Zentrum der Urease offenbar mehr als eine Bindungsstelle.
Bei zu hoher Harnstoffkonzentration konkurrieren mehrere Harnstoffmolekile um das aktive Zentrum und
behindern sich gegenseitig. Deshalb nimmt die Aktivitat des Enzyms mit zunehmender
Substratkonzentration zunachst zu, durchlauft ein Maximum und fallt dann wieder ab > Substrathemmung.

[2]

Station 6: Kompetitive Hemmung der Urease
Beob.: RG 1: Ldsung bleibt farblos

RG 2-3: Im RG 3 erfolgt die Pinkfarbung deutlich langsamer als im RG 2.
Auswertung: Die Molekile von Harnstoff und N-Methylharnstoff sind &hnlich gebaut. Im RG 3 konkurrieren
diese ahnlich gebauten Molekile um das aktive Zentrum des Enzyms. Pro Zeiteinheit kénnen folglich
weniger Harnstoffmolekile gespalten werden.
Hinweis: Ahnlich gebaut sind Harnstoff, Thioharnstoff, N-Methylharnstoff und N,N-Dimethylharnstoff. Die
kompetitive Hemmung ist fir die Arzneimittelindustrie wichtig. Beispielsweise ist Atropin, das Gift der
Tollkirsche, kompetitiver Hemmer der Acetylcholinesterase; es hat strukturelle Ahnlichkeiten mit deren
Substrat, dem Acetylcholin. Es vermag die extreme Giftwirkung von Phosphorsaureestern wie E-605 zu
mindern. [2]

Station 7: Einfluss von Salzen auf Urease
Beob.: RG 1 und RG 5: Pinkfarbung

RG 2-4: Lésungen bleiben farblos
Auswertung: Die Enzymaktivitat von Urease wird durch Schwermetall-lonen blockiert. Deutung mithilfe des
Schliissel-Schloss-Prinzips. Anderung der Tertidrstruktur durch ionische Wechselwirkungen z.B. zwischen
Cu®* und —COO-Gruppen der Aminosaurereste.
Hinweis: Auf die Enzyme wirken aus dem Milieu heraus aktivierende und hemmende Stoffe ein. Stoffe ,
welche die Reaktionsgeschwindigkeit der enzymatischen Katalyse verringern, sind Hemmstoffe oder
Inhibitoren. Wenn der Hemm-Mechanismus zu irreversiblen Veranderungen fiihrt, spricht man von Giften.
Die Ubergange zwischen Hemmung und Vergiftung sind aber flieBend. Angriffspunkte fur Inhibitoren
kénnen alle biochemisch relevanten Molekile sein: Nucleinsauren, Enzyme und deren Coenzyme sowie
die Substrate.
Bei Urease zeigen vor allem die komplexbildenden Schwermetall-lonen wie Cu®* und Ni** Giftwirkung. Blei-
lonen (Pb®") sind fiir Urease dagegen kein Gift.

Das aktive Zentrum der Urease

Bemerkenswert hinsichtlich der Hemmbarkeit durch Schwermetalle ist der Aufbau des aktiven Zentrums.
Hier befinden sich auBerst eng benachbart zwei komplex gebundene Nickel(ll)-lonen, an die je ein Molekal
Wasser und Harnstoff gebunden sind (Bild 1). Die Metall-lonen sorgen fiir exakte sterische Ausrichtung der
Molekile der beiden Reaktionspartner Wasser und Harnstoff und fur die Polarisierung von Bindungen.

Bei der Reaktion spielen noch eine benachbarte Base und eine S&ure eine wichtige Rolle: Das
Wassermolekul wird unter Einfluss der Base in ein Hydroxid-lon verwandelt, und das Harnstoffmolekll wird
am Sauerstoffatom durch die S&ure protoniert. Dadurch wird sein C-Atom starker positiv geladen, das
benachbarte OH-lon kann nucleophil angreifen (Bild 2). Simultan spaltet ein Ammoniakmolekil ab. Es
entsteht die instabile Carbaminsdure NH,COOH, die spontan unter Bildung eines weiteren Molekdls
Ammoniak und Kohlenstoffdioxid zerfallt (Bild 3).

Nun kann das Enzym wieder mit einem Molekil Wasser und einem Molekdl Harnstoff beladen werden, und
der Reaktionszyklus beginnt von neuem.
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Bild 1-3: Mechanismus der Hydrolyse von Harnstoff durch die Urease

Letztlich findet die gleiche Reaktion statt, die bei der alkalischen Hydrolyse von Harnstoff im
Reagenzglas ablauft. Auch hier verdrangt ein OH™-lon (bzw. ein Wassermolekiil) ein Ammoniak-Molekdl.
Nur ist bei der Urease die sterische Ausrichtung im aktiven Zentrum so optimal, dass alle Bindungen
simultan gelockert werden und damit die Aktivierungsenergie bedeutend verringert wird. Deshalb ist die
enzymatische Reaktion um den Faktor 10'* schneller als die unkatalysierte. [2]
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Station 8: GegenmaBnahmen bei Schwermetallvergiftungen
Beob.: RG 1: Sofortige Pinkfarbung

RG 2: Inhalt bleibt weiBlich trib

RG 3: Inhalt zeigt nach 5 min einen schwachen Rotstich, nach 10 min bzw. 15 min ist die

Pinkfarbung verstérkt

RG 4: Inhalt bereits nach 5 min rosa eingefarbt.
Auswertung: In RG 2 bleibt die Urease dauerhaft durch cu™ vergiftet. Die Aminos&ure Cystein sowie
EDTA sind in der Lage die Cu®*-lonen aus der vergifteten Urease herauszuholen und die Enzymaktivitat
wieder herzustellen.
Hinweis: Schwermetallvergiftungen von Enzymen sind oftmals reversibel, wenn man Komplexbildner wie
EDTA oder die Aminosaure Cystein hinzufugt. Sie kénnen die Schwermetall-lonen durch Ausbildung von
Chelatkomplexen starker an sich binden als die Enzyme. Dies ist fir medizinische Zwecke von groBer
Wichtigkeit. Allerdings ist eine Behandlung von Patienten mit Schwermetallvergiftung mit solchen
Komplexbildnern nicht unproblematisch, da dem Kérper dabei auch wichtige Mineralien wie Mg2+ entzogen
werden.

Station 9a: Enzymatischer Abbau von Harnstoff — Messwerterfassung mit dem Computer

Beob.: Bei 20 °C: Linearer Anstieg der elektrischen Leitféhigkeit des Reaktionsansatzes.
Bei 40 °C oder 60 °C: Je hoher die Reaktionstemperatur desto steiler der lineare Anstieg der
elektr. Leitfahigkeit des Reaktionsansatzes.

Auswertung: Zunahme der lonenkonzentrationen. RGT-Regel.

Versuch 9b: Enzymatischer Abbau von Harnstoff — pH-Meter

Beob.: Innerhalb weniger Minuten nimmt der pH-Wert von < 6 bis 9 zu.

Auswertung: Beim Harnstoffabbau entsteht Ammoniak, dessen wassrige Lésung alkalisch reagiert. Mit
zunehmender NHs-Konzentration steigt anfangs auch die OH-Konzentration und damit der pH-Wert.
Diskussion der Frage, weshalb der pH-Wert nach wenigen Minuten bei =9 konstant bleibt.

Station 10: Was haben Enzyme mit Kéase zu tun?

Beob.:
Zeit Chymosin Cgmﬁm Kontrolle
2 min + - -
4 min ++ - - - = keine Gerinnung
6 min ++ - - + = schwache Gerinnung
8 min ++ - - ++ = starke Gerinnung
10 min ++ - -

Auswertung: Chymosin wird durch Kochen denaturiert, d.h. die EiweiBstruktur wird durch Uberwinden von

innermolekularen Anziehungskréaften (Van-der-Waals’Kréafte, Wasserstoffbriicken, Disulfidbriicken)

irreversibel verédndert. > Keine Enzymaktivitdt mehr, Schlissel-Schloss-Prinzip.

Zu 3.: Chymosin ist eine Proteinase mit hoher Substratspezifitat. Bei der H-Milch wurde ein Teil des
I6slichen Caseins durch das Erhitzen in seiner Raumstruktur so verandert, dass es zwar ausfallt,
aber vom Chymosin nicht mehr als Substrat erkannt wird. [3]

Lit.: [1] K.-H. Scharf et al.: Cytologie, Schroedel 2000
[2] R.Blume: Hemmung und Vergiftung von Enzymen, http://dc2.uni-bielefeld.de/dc2/katalyse/vkat-013.htm,
9(2001)
[3] S.Eberhardt: Die Behandlung von Enzymen im GK 12, Zulassungsarbeit Kurs 98/11;
eberhardt sandra@hotmail.com

StD Gerhard Braun, Gymnasium bei St. Michael Schwabisch Hall, Tiingentaler Str. 92, 74523 Schwébisch Hall;
mail@braun-sha.de ; 2002
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