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Oxidace znamena ztratu elektronu (piipadné celych vodikl — dehydrogenace, nebo
piijem kysliku, oxidac¢ni ¢islo stoupd), naopak redukce znamena piijem elektronii (pfipadné
celych vodikll — hydrogenace, nebo ztratu kysliku, oxidac¢ni ¢islo klesd). ProtoZe elektrony
ani atomy vodiku se za béZnych podminek nevyskytuji volné, oba procesy jsou zpravidla
sprazeny a vytvareji oxidoredukéni (redoxni) reakci:

A-0x + B-red * > A-red + B-ox

Jestlize se jedna latka oxiduje, jind se zaroven redukuje. Mluvime o redoxnich pdarech
(A-ox/A-red, B-red/B-ox dle uvedené rovnice), obdob¢ konjugovanych parti acidobazickych
déju (kde ovSem jde o pfenos protonit).

Tendence redoxnich parii preddvat si elektrony je ddna tim, jak jednotlivé latky
elektrony pfitahuji, jinymi slovy rozdilem jejich redoxnich potencidlii. Ptenos elektronii
probiha vzdy jen ve sméru od nizsiho (numericky negativngj$iho) redoxniho potencidlu
smérem k pozitivnéjSimu.

Pokud néjaké dva redoxni pary od sebe fyzicky odd€lime a umoznime jim redoxni
reakci (vymeénu elektronll) pouze kovovym vodicem, tedy spojime je do galvanického nebo
redoxniho ¢lanku, jejich rozdil redoxnich potencidli se manifestuje jako elektrické napéti,
které je moZné piimo zméfit, piipadné Ize samoziejmée takovy Clanek vyuZzit jako chemicky
zdroj elektrické energie.

Enzymaticky katalyzované redoxni reakce jsou v metabolismu Zivych organismi
neobycejné Casté. Jednotlivé oxidoreduk¢ni déje plni fadu funkci, ale minimdlné v ptipadé
Zivoci$nych organismii oxidoredukce predevsim predstavuji zdkladni zdroj energie.
Podstatou naseho katabolismu je St€peni a oxidace latek prijatych potravou (cukry, tuky,
bilkoviny) na jednodussi produkty. Ty maji mensi obsah energie nez vychozi reagujici latky,
ziskand energie se uvoliiuje jako teplo, ale ¢4st je transformovéna na jiné, 1épe vyuzitelné
formy energie, jako jsou iontové gradienty na membranach nebo chemické vazby. Cetné
oxidace jsou spojeny s tvorbou ,makroergnich‘ fosfdatovych anhydridi (ATP, ADP), zv1ast
dualezitych pfi konzervaci a pfenosu bunécné energie.

Biologické oxidoredukce mohou probihat anaerobné, napt. v glykolyze, nebo
aerobné, napt. pii oxidaci substrati citratového (Krebsova) cyklu nebo -oxidaci mastnych
kyselin v mitochondriich. Aerobni pribé¢h znamena vyuZiti kysliku jako termindlniho
akceptoru elektronii. Kyslik je prvek s druhou nejvyssi elektronegativitou vibec (po fluoru),
takZe prenos elektronl z organickych latek na kyslik je z hlediska rozdili redoxnich
potencidlli velmi preferovén a poskytuje ohromné mnoZstvi energie. Zaroven ale se v
elektronové struktuie béZné molekuly kysliku skryva kineticka bariéra (tzv. spinova
restrikce), kterd za béZnych podminek ¢ini kyslik mnohem méné reaktivni, neZ by mohl byt.
Znamena to, Ze prenos elektronll na kyslik vyzaduje vhodné katalyzatory, a 1ze ho tedy i
kontrolovat. Kombinace obou uvedenych faktorti — vysoky vytézek energie a zaroven
moznost kontroly — je zdkladnim diivodem, proc je aerobni metabolismus tak vyhodny a pro
komplexni organismy, jako jsme my, vlastn¢ piedstavuje jedinou zndmou moznost.

Aerobni oxidace raznych latek v organismu se ¢asto prezentuje jako ,spalovani Zivin‘ a
v principu je to spravné — zakladnimi kone¢nymi produkty aerobnich oxidaci v organismu jsou
oxid uhlicity a voda, stejné jako pii pifimém hoteni. Na rozdil od jednoduchého spalovani ale
oxidace v organismu probihaji rozd¢leny do mnoha krokli, coZ mimo jiné pravé umoziuje



vyznamnou ¢ast ziskané energie zachytit v uslechtilejsi podob¢ ,makroergnich‘ sloucenin.
Hlavnim zdrojem energie v podobé ATP je pro nds mitochondridlni maSinerie
oxidacni fosforylace. Je to termindlni faze katabolismu Zivin. Pfedchozi procesy vedly
k dplné oxidaci uhlikatych skeleti na oxid uhli¢ity se zachycenim elektronti do
redukovanych redoxnich kofaktort, predevsim NADH+H™, ptipadné¢ FADH,. V kone¢né
fazi katabolismu tyto redukované kofaktory odevzdavaji elektrony respiracnim komplexiim
dychaciho Fetézce ve vnitini mitochondridlni membrané, které je preddvaji dal az na kyslik.
Piimo s kyslikem ovSem pracuje pouze posledni komplex IV (cytochrom-oxidédza), ktery
odnima elektrony redukovanému cytochromu ¢ a postupné redukuje kyslik az na vodu.
Schematicky lze pfenos elektronti v dychacim fetézci zndzornit takto:

de
2 x Pyridin * 2 x Flavin H, 4x cytochromb, ¢, ¢ cytochrom ¢
2x Substrat dehydrogenasa dehydrogenas. Fe3* oxidasa Fe?* 0,
(NAD*)
2 e 2 e e 4 e

2 x Substrat 2 x Pyridin H+H+ 2x Flavin 4 x cytochrom b, ¢4, ¢ cytochrom ¢ 20%

dehydrogenasa dehydrogenasa Fe?* oxidasa Fe3x

(NADH + H*)

4H' +20> = 2H,0

Elektrony v dychacim fetézci proudi spontdnné, dle rozdili redoxnich potencidlt
jednotlivych redoxn¢ aktivnich skupin. Z divodii strukturnich rozdil mezi redoxnimi
prenaseci jsou v neékterych fazich elektrony doprovazeny protony (tj. prenaseji se celé
vodikové atomy), zatimco v jinych ¢astech dychaciho fetézce putuji pouze samotné
elektrony. Stiidani téchto dvou strukturnich typt a jejich uspofddani ve vnitini membrané
jsou zdkladnim dliivodem, proc respiracni komplexy dychaciho fetézce zaroven s pfenosem
elektronii pumpuji protony zevniti mitochondrie do mezimembranového prostoru. Tim na
vnitini mitochondridlni membrané vznika protonovy gradient, a snaha protonil se vracet pies
ATP synthasu pohani syntézu ATP.

V naSem praktickém cviceni si nejprve sestavime klasicky Danielliv galvanicky
¢lanek, ktery umoziiuje zviditelnit a zméfit hybnou silu vSech redoxnich reakci, tedy redoxni
potencidl. Ve druhé tloze si ovéfime, Ze se interakce mezi kovy a jejich ionty skutec¢né fidi
umisténim v elektrochemické fadé, v niz jsou jednotlivé redoxni pary sefazeny dle svych
standardnich redoxnich potencidlt.

Trteti tloha predstavuje jednoduchy model redoxni reakce ve zkumavce, totiz
oxidoredukci glukosy vzdu$nym kyslikem za katalyzy methylenovou modfi, ktera bude
fungovat jako docasny akceptor elektrond. Z respira¢nich mitochondridlnich enzymu bude
ukazano alespon enzymové plisobeni cytochromoxidasy piitomné spolu s cytochromem c
v homogenatu hovéziho srdce.

Vedle dehydrogenas a cytochromt katalyzuji redoxni reakce také napft. peroxidasa a
katalasa. Oba tyto enzymy rozkladaji peroxid vodiku. Ukazeme si piisobeni peroxidasy
extrahované z brambor, ddle katalasy v krvi a rovn€Z neenzymovou katalyzu krevnim
barvivem, kterd pfipomind ucinek peroxidasy (tzv. pseudoperoxidasova reakce, vyznamna
jako priukaz krve v moci).



Uloha 1: Elektrochemicky ¢lanek
Princip:

Pro vysvétleni elektrochemického potencidlu nejprve uvazujme zcela jednoduchy
systém sestavajici z kovové, napt. zinkové tyCinky umisténé do roztoku néjakého elektrolytu,
napt. NaCl. Ackoliv zinek neni nijak vyznamné rozpustny v roztoku NaCl, pfece jen n¢jaké
atomy kovu vstoupi do roztoku jako kationty Zn?*, zanechavajici své ptivodni elektrony
v kovové tycince.

V rovnovéazném stavu se tak na ponofeném povrchu kovové ty€inky utvoii elektricka
dvojvrstva oproti okolnimu roztoku nabitd negativné. Ty¢inka (elektroda) ziskala elektrodovy
potencidl, kterému mlzeme téZ tikat redoxni potencidl, nebot’ ho vytvoftilo rozpousténi kovu,
které zahrnovalo jeho oxidaci (ztratu elektronti, Zn — Zn*t +2¢e).

Nyni uvazujme, Ze do nadoby s NaCl a Zn elektrodou bychom pfidali ty¢inku z jiného
kovu, napt. z médi. Mohla by se také rozpoustét a tvofit ionty Cu?", ale bude tak &init
mnohem méné nez zinkova tyCinka, nebot’ ve srovnani se zinkem ma méd’ vyssi redoxni
potencidl (tj. vice pfitahuje elektrony). Znamena to, Ze zinkova elektroda bude ve srovnani
s médénou tyCinkou negativné nabitd. Kdyz ob¢ ty€inky vodivé propojime kovovym dratem,
elektrony zinku mohou proudit k médi, kterd je ptitahuje vice — vytvofili jsme galvanicky
cldanek.

Mnohem vice elektrické energie 1ze ziskat, pokud se takovy galvanicky Clanek sestavi
ze dvou ¢4sti, jedna obsahuje elektrodu Zn v roztoku 7Zn**, zatimco druhd se sklddd z Cu
elektrody v roztoku Cu?*. Pokud jsou obé& poloviny spojeny solnym muistkem (umoZiiuje
presun iontl, ale nikoliv promichani obou roztoktl), a elektrody se propoji vodivym dratem,
redoxni reakce mezi zinkem a médi

Zn(s) + Cu**(aq) —— Zn*(aq) + Cu(s)
se rozbéhne naplno, ov§em oxidace a redukce jsou fyzicky odd€leny. Na Zn elektrod¢ (anod&)
probihd oxidace

Zn(s) — Zn**(aq) + 2e
zatimco na m&deéné tyCince (kathod€) se odehrava redukce
Cu’*(aq) + 2e- —— Cu(s)

Elektrony musi v tomto uspotadani proudit dratem spojujicim obé¢ elektrody.
Pfipojime-li voltmetr, rozdil redoxnich potencialii mezi redoxnimi pary Zn/Zn>* a Cu/Cu**
muzeme piimo zméfit. Elektrické akumulatory ¢i baterie pouZivaji nejriiznéj$i komponenty a
usporadani, ale vSechny jsou vlastné zaloZeny na tomto principu.

Reagencie a pomiicky:

1. Analogovy voltmetr HD-075 1V
2. M¢dény drat a pozinkovany ocelovy drét (kazdy asi 15 cm dlouhy)

3. 1 mol/l CuSOq4 : :



4
5.
6
7

1 mol/l ZnSOq4 : ‘g

Nasyceny vodny roztok NaCl
Vodice s bandnky a krokosvorky, zpevnény papir pro vytvoreni mistku

Smirkovy papir

Pracovni postup:

1. Sestavte tzv. Danielliv elektrochemicky ¢lanek.

Papir napustény nasycenym
roztokem NaCl

Pozinkovany drat

rEdEny drat

Roztok CusOy
Roztok ZnS0, " 1mal/l

Lmol/l \ -

W/ \J

Do stojanku na zkumavky vlozte do sousednich pozic dvé zkumavky, jednu témét
naplnénou roztokem siranu méd’natého (1 mol/l), druhou roztokem siranu
zine¢natého (1 mol/l).

Elektrolyty v obou zkumavkéch vodivé spojte solnym miistkem: z pevného a dobte
savého papiru (napft. odsttizek papirového rucniku) svinte tyCinku a dokonale ji
zvlhcete nasycenym roztokem chloridu sodného. Jeden konec vloZte do roztoku
siranu méd’natého, druhy do roztoku siranu zine¢natého.

Do zkumavky se siranem méd’natym vloZte médénou elektrodu, do zkumavky se
siranem zineCnatym zinkovou elektrodu (pozinkovany ocelovy drét). Elektrody se
nesmi dotykat solného mustku. Elektrody musi byt dokonale Cisté; v piipad¢ potieby
je mozné je ocistit smirkovym papirem nebo zifedénou kyselinou chlorovodikovou
(pozor, nesmi se poSkodit vrstva zinku na zinkové elektrod¢).



2. Pomoci vodici s krokosvorkami pfipojte voltmetr. Médénou elektrodu ptipojte k pozici
»+1%, zinkovou k pozici ,,—*

Celni pohled (vlevo) a zadni pohled (vpravo) na analogovy voltmetr HD-075 1 V. Konektory
na zadni strané pristroje jsou urceny k pripojeni krokosvorek pro jednotlivé merici rozsahy
— potencidlove negativnéjsi ke konektoru ,,—*; potencidlové pozitivnéjsi ke konektorum
L+ VS L2V 43V a ,,+4 V"

3. Odectéte napéti ¢lanku. S pomoci tabulky standardnich redoxnich potencidl u nésledujici
ulohy vypoctéte, jaké napéti by clanek mél pti 100% ucinnosti.

4. Vyjméte elektrody, oplachnéte je destilovanou vodou a dobte osuste. Pak je vloZte do
elektrolytd obracené, tj. médéna elektroda bude ponofena v roztoku siranu zinec¢natého,
zinkova v roztoku siranu méd’'natého. Zméite napéti takto usporddaného ¢lanku. Pozorujte,
zda v tomto uspofaddni dojde k né¢jakym zméndm na elektrodach. Sledujte, zda se napéti
na ¢lanku méni v Case.

Uloha 2: Elektrochemicka rada kovi
Princip:

Uspotéddani jako v predchozim experimentu, tedy propojeni dvou redoxnich parii do
elektrochemického ¢lanku umoZznuje méfit rozdil redoxnich potencidld pro jakékoliv
kombinace redoxnich pérti. Pokud se méfi za urcitych standardizovanych podminek (mj.
aktivita rozpusténych kovovych iont 1 mol/l) a proti vZdy stejné referencni elektrodég, 1ze pro
kazdy redoxni pdr zjistit hodnotu jeho standardniho redoxniho potencidlu. Za referen¢ni
systém, jehoZz hodnota standardniho redoxniho potenciélu se bere jako nula, byla zvolena
vodikova elektroda (platinovy plisek ponofeny do roztoku s aktivitou H* 1 mol/l, nad nimz je
prostor vyplnén plynnym Hoz o tlaku 101,325 kPa).

Redoxni péry Ize setadit do tabulky dle hodnot svych standardnich redoxnich
potencidlll. Ziskdme tzv. elektrochemickou fadu, kterd ndm umoZziiuje piedpovédét, které
redoxni reakce budou probihat. Plati, Ze ¢im je standardni redoxni potencidl zdpornéjsi, tim
snadnéji dany redoxni par odevzdava elektrony (sdm se oxiduje) a md vyraznéjsi redukéni
vlastnosti. Naopak kladny redoxni potencidl znamend vétsi schopnost pfijimat elektrony, tedy



se sam redukovat a vystupovat jako oxidacni ¢inidlo. Kterykoliv par v elektrochemické fad¢
je schopen oxidovat latky nachézejici se na nim a naopak bude redukovat latky, které jsou

v fadé€ pod nim.

V tomto experimentu vyzkousSite nékolik
kombinaci kovu a rozpustné soli (tedy oxidované
formy) jiného kovu. Piipadna redoxni reakce bude
viditelnd jako depozice kovu z roztoku na povrchu
dratu. Bude probihat jen v nékterych piipadech.

Reagencie a pomiicky:

1. Petriho misky

2. M¢deény drét (asi 5 cm)

3. Pozinkovany ocelovy drét (asi 5 cm)
4

Sttibrny drét (asi 5 cm)

“E@ < C >
5. 2 mol/l AgNO3

6. 1 mol/l CuSOq4 : :
7. 1 mol/l ZnSOq4 : :

Pracovni postup:

Standardni redoxni potencialy

Redoxni par E° (V)
Na/Na* —-3.02
Al/AP* —1.66
Zn/Zn** -0.76
Fe/Fe** —0.44
Sn/Sn** —0.14
Pb/Pb** -0.13

H,/H* 0.00
Cu/Cu® +0.34
2Hg/Hg,* +0.80
Ag/Agt +0.81
Pt/Pt>* +1.20
Au/Au +1.42

Sledujte, jaké d€je probihaji na povrchu pozinkovaného, médéného nebo stiibrného
dratu po ponoteni do roztoki kovovych ionti (Cu?*, Zn** a Ag"). PouzZijte vZdy asi 5 cm
dlouhy kus drétu. Jeho konec ocistéte ponofenim do ziedéné kyseliny chlorovodikové a pak
jej ponoite asi na 30 s do misky s roztokem vybraného kovového kationtu. Po celou dobu
s dratem intenzivné michejte. Pozorujte, zda na ponofeném konci drétu probihaji néjaké
zmény. Postupné takto ponofte drit z kazdého kovu do roztokii v§ech kovovych iontd.




Uloha 3: Oxidace glukosy vzdu$nym kyslikem

Princip:

Tento pokus je modelem oxidoredukéniho systému, kde akceptorem vodiku je
autooxidabilni barvivo methylenovd modi, donorem reduk¢nich ekvivalenti je glukosa, ktera
se oxiduje. Methylenovd modr je ve stavu oxidovaném modrd, redukci pfechdzi v bezbarvou

,Jleukoformu‘. Reakci se vzdu$Snym kyslikem (protfepanim) opét zmodr4.

meziprodukt
H o \
H OH H OH
HO——H HO
H OH H OH
H——OH H——OH methylenovd
OH oH mod# (M.m.) H,0,
HO_ o redukovand o
Z methylenovd 2
H——OH modF (M.m.Hz)
HO H
H OH
H OH
Reagencie:
OH

1. Glukosa 2,5 g/l
2. Methylenova modft 0,5 g/l

3. Hydroxid sodny 80 g/l

Pracovni postup:

a. 1 mlroztoku glukosy smichejte ve zkumavce s 50 pl roztoku methylenové modfi,
pridejte 3 kapky roztoku NaOH a zahfejte ve vrouci vodni 1azni. Modry roztok
methylenové moditi (M.m.) je hydrogenovén na bezbarvou leukoformu (M.m.H>).

b.  SoubéZné zpracujte kontrolni vzorek. Misto glukosy napipetujte 1 ml deionizované

vody.

c¢.  Zkumavky ochlad’te a protfepejte na vzduchu (oxidace).
d.  Porovnejte prubéh reakce v obou zkumavkach a vysvétlete rozdil.



Uloha 4: Cytochromoxidasa
Princip:

Cytochrom c-oxidasa (EC 1.9.3.1) oxiduje redukovany cytochrom c a je poslednim
stupném fetézového oxida¢niho pochodu ve vnitini mitochondridlni membrané. Reaguje
piimo s molekulou kysliku O, pfendsi na ni postupné 4 elektrony ze ¢tyt molekul
redukovaného cytochromu ¢ a redukované kyslikové atomy vazané na aktivni centra enzymu
(hem a3 a Cug) reaguji s H* ionty poskytovanymi z mitochondridlni matrix za vzniku
2 molekul H2O.

Cytochromoxidasa (komplex IV respiracniho fetézce) je enzymovy komplex vazany
ve vnitini mitochondridlni membrané¢ a sestavajici ze 13 podjednotek, jejichZ syntéza je
fizena jak jadernou, tak mitochondridlni DNA (3 podjednotky). Obsahuje 2 centra obsahujici
3 ionty mé&di (Cua/Cua a Cug) a dvé prostetické skupiny hemového typu a (a + a3) s
koordina¢né€ vazanym Zelezem. Oba hemy jsou strukturou totoZné, rozdilné chemické a
spektralni vlastnosti jim propujcuje jejich okoli v aktivnim centru enzymu. Cely komplex IV
funguje soucasné¢ jako jedna ze tif protonovych pump v respiracnim fetézci vnitini
mitochondridlni membréany (spolu s komplexem I a III) a redukce O na H>O je tedy
provazena vypuzenim 4 protont z mitochondridlni matrix do mezimembranového prostoru.

Enzym je vyznamné¢ inhibovan kyanidem a oxidem uhelnatym, které reaguji s hemem
asz a Cup a brani jejich redoxnimu cyklovani a tedy i pfenosu elektronii z dychaciho fetézce
na kyslik. Zastaveni dychaciho fetézce zabrani i mitochondridlni produkci ATP s
dramatickymi dasledky pro vSechny aerobni tkdné.

V naSem modelovém pokusu slouZi 1,4-fenylendiamin jako donor elektronti pro
redukci cytochromu ¢, ktery je vlastnim substratem cytochromoxidasy. Cytochrom c je
obsaZen v enzymovém extraktu z hovéziho srdce spolu s cytochromoxidasou, ktera je velmi
specifickd a muze piijimat elektrony pouze od redukovaného cytochromu c. Latka 1,4-
fenylendiamin ndm vlastn¢ nahrazuje proximalni ¢asti dychaciho fetézce, navic oxidovana
forma 1,4-fenylendiaminu dava s dalsi molekulou hnédocervené barvivo. Bude téz ukazana
inhibice cytochromoxidasy kyanidem.

2+
HN NH 2 Cytochrom ¢ 2Fe 120,
2 2 Fo3+

cytochrom
oxidasa

2 Cytochrom ¢ 2 Fed+ 02-

2+
HNI@ZNH Fe

SHtY + 0 — > 1O



Reagencie:

1.  Enzymovy extrakt z hovéziho srdce

%
2. Kyanid draselny 10 g/l " ‘% ‘g
3. l,4-fenylendiamin (1,4-diaminobenzen) 1 g/l

Pracovni postup:

a. Reakéni smés ptipravte podle tohoto schématu:
Pozn. * ve zkumavce 4 vzorek naredeny deionizovanou vodou povarte 5 min. ve vrouci vodni
ldzni a ochlad'te. AZ po ochlazeni piidejte 1,4-fenylendiamin

1 2 3 4
Enzymovy extrakt (ml) 0,8 0,8 0,8 0,8*
Deionizovana voda (ml) 2,0 1,8 1,6 1,8*
KCN (jed!) (ml) - - 0,2 -
1,4-fenylendiamin (ml) - 0,2 0,2 0,2

b. Vlozte do suchého bloku temperovaného na 37°C a za 10-20 minut zhodnot’te zabarveni.
Vyhodnoceni:

Vysledek ve zkumavce €. 2 popiSte a srovnejte s vysledky ve zkumavce 1,3 a 4. Vysvétlete
vysledky.

Uloha 5: Peroxidasa a katalasa
Princip:

Peroxid vodiku, H>O je celkem béZny produkt normélniho bunééného metabolismu.
Vznikd enzymatickymi i neenzymatickymi pochody (jako jedna z tzv. reaktivnich forem
kysliku) a v n¢jaké mife organismu slouZzi jako oxidac¢ni Cinidlo a signdlni molekula, zaroven
je ale tfeba ho stéle odstranovat enzymy a substrity antioxida¢ni ochrany. PouZivaji ¢i
detoxikuji ho enzymy zvané peroxidasy a katalasy. Patii do skupiny hemovych enzymu
(hemoproteini). Priibéh reakce je u obou enzymu rozdilny.

Peroxidasy katalyzuji redukci peroxidu vodiku na vodu za soucasné oxidace jiného
substratu:

AH> + H O, ——— 2HO + A
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Tyto enzymy jsou obsazeny v rostlinnych i Zivo¢iSnych organismech. Nékteré z naSich
peroxidas povaZujeme za antioxidacni enzymy, jako napt. glutathionperoxidasa v nasich
bunkdch odstranuje peroxid vodiku za soucasné oxidace tripeptidu glutathionu. U jinych
peroxidas lze spiSe fici, Ze pouzivaji peroxid vodiku k ziskani oxidované formy jiné latky,
napf. thyreoperoxidasa ve §titné Z1aze s pomoci peroxidu vodiku oxiduje jodidovy anion I
na jodonium I*, potfebny pro jodaci thyreoglobulinu.

Katalasa na rozdil od peroxidas rozklada peroxid vodiku na vodu a molekularni
kyslik bez potfeby dalSiho substratu:

2H0, —— 2HO + Oz

Enzym mad i peroxidasovou aktivitu. Vyskytuje se ve v&tSim nebo men$im mnozstvi
ve vSech tkanich (v bunéénych organeldch zvanych peroxisomy) a v tekutindch organismu.
Vysoka aktivita je téz v erytrocytech. Tento enzym je soucasti antioxidacni ochrany
organismu, jeho vyznam tkvi v rozkladu Skodlivého H>O».

Reagencie:

1. Extrakt z brambor obsahujici peroxidasu
2. Moc s krvi

3. Krev zfedéna vodou 1 : 50

4. 3,3’-dimethylbenzidin ( tolidin) : ‘% ‘g

gap
5. Koncentrovana kyselina octova

6. Peroxid vodiku 3 g/l

5.1 Diikaz peroxidasy benzidinovou reakci

Princip:

Peroxidasy mohou byt vzhledem ke svému druhému substratu pomérné malo
specifické, 1ze tedy zvolit takovy substrat, ktery oxidaci ziskdva barevnost. V tomto cviceni
bude prokazovéna aktivita rostlinné peroxidasy z brambor kvalitativné oxidaci derivétu
benzidinu (3,3 -dimethylbenzidin, tolidin), ktery se plisobenim peroxidasy a peroxidu vodiku
oxiduje na barevny produkt.
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H4C CHs

H
kat.
HN NH; + H,0, ——> HN
H

H4C CHs

tetramethylbenzidin
(bezbarvy)

3

3

Tetrametylbenzidin. In WikiSkripta [online]. Praha : MEFANET, 2008- [cit. 2012-01-05].
Dostupné z WWW: <http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Tetrametylbenzidin&oldid=109016>. ISSN 1804-6517.

Pracovni postup:

C CH
C CH

benzidinova modr

3

a. Rozpust'te nékolik krystalti tolidinu v cca 1 ml koncentrované kyseliny octové.
b. Reakcni smési pripravte do 4 zkumavek takto:

Pozn. * ve zkumavce 2 extrakt z brambor povarte 5 min ve vrouct vodni ldzni a ochladte.

1 2 3 4
Extrakt z brambor 1,0 ml - - 1,0 ml
Extrakt z brambor povareny - 1,0 ml*
Deionizovana H20 - - 1,0 ml 100 pl
H20: 100 pl 100 pl 100 ul 100 pl
Tolidin v kyseliné octové 100 pl 100 pl 100 ul -

3
NH + 2H,0

Vyhodnoceni:

Porovnejte vysledek ve zkumavce €. 1 se zkumavkami €. 2, 3 a 4. Vysvétlete rozdily.

5.2 Pseudoperoxidasova reakce

Princip:

Vyse uvedenou barevnou reakci na peroxidasu dava také krevni barvivo, tedy i
hemoglobin katalyzuje oxidaci derivatu benzidinu peroxidem vodiku na barevny produkt.
V tomto piipadé¢ ale nejde o skutecCny enzym, ke katalyze redoxni reakce staci zelezo
v hemové skupiné hemoglobinu. Nejde tedy o pravou peroxidasu a hovoiime o tzv. aktivité
pseudoperoxidasové. Rozdil je patrny po povareni vzorku. Zatimco tepelnd denaturace pravé
peroxidasy znici, pseudoperoxidasova aktivita hemoglobinu zlstava.

Tato katalytickd aktivita hemoglobinu je zdkladem testll na pfitomnost krve v modi.
Zkouska je totiZ neobycejné citliva a detekuje i piimées krve pouhym okem neviditelnou.
Vyuziva se jako ditkaz krve i v kriminalistice.
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Pracovni postup:

a. Moc obsahujici krev si rozdé€lte na 2 ¢asti.

b.  Jeden dil zahtejte na vrouci vodni 14zni k varu.

c¢.  Obé moce prefiltrujte.

d. Na kazdy filtra¢ni papir dejte n¢kolik kapek roztoku tolidinu v koncentrované kyseliné
octové (viz piedchozi pokus) a poté peroxid vodiku.

Vyhodnoceni:

Srovnejte vysledek obou zkousek s pokusem 5.1. V ¢em spociva rozdil obou pokusii a co
tento rozdil ukazuje?

5.3 Dukaz katalasy

Kvalitativni pritkaz katalasy provedeme se ziedénou krvi. Redéni vodou vedlo
k osmotické 1yze erytrocytli, bohatych na antioxida¢ni enzymy vcetné katalasy. Po ptidan{
H>0: je jednim z produktl jeho rozkladu katalasou plynny O, jehoZ vyvin spolu
s pfitomnymi proteiny krve vede k tvorb& bohaté pény. Katalasa je skute¢ny enzym, takze
tepelnd denaturace by méla jeho aktivitu nicit. Je téz inhibovan vazbou kyanidu na hemovou
funk¢ni skupinu.

Pracovni postup:

Reak¢ni smés piipravte podle tohoto schématu:
Pozn. * ve zkumavce 3 krev redénou 1 : 50 povarte 5 min ve vrouci vodni ldzni a ochladte

1 2 3
Redéna krev 1 : 50 2 ml 2 ml -
Povaiena redéna krev 1 : 50 2 ml*
KCN 10 g/1 (jed) - 0,5 ml -
Deionizovana H20 0,5 ml 0,5 ml
H20: 1 ml 1 ml 1 ml

Vyhodnoceni:

Porovnejte vysledek ve zkumavce €. 1 s vysledky ve zkumavkach €. 2 a 3, proved’te rozbor
pokusu a vysvétlete.
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