Laboration utvecklad infér EUSO digitala

European Union Sverigefinal 30/1 2021.Vissa material
S G i ence O I y m p i a d skickades hem till eleverna i férvig,. Labo-
rationen dr anpassad for att eleverna

skulle kunna arbeta i grupp pa distans.
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Till vanster: illustration av enzymet katalas som &r ett protein.
Till hoger: sma kuber av potatis och morot.

Undersokning av katalas

— Jamforelse av enzymaktivitet hos potatis och morot

(Lararhandledning)

| en klassisk laboration for att underséka enzymet katalas anvdnds
ofta bitar av lever frdn ndgot djur. Hdr anvdnds istdllet potatis och morot
som kdllor till enzymet. Syftet med laborationen dr att utmana formdgan att
utvdrdera en systematisk undersokning och att stifta bekantskap med ett
livsviktigt enzym som dr intressant dven ur ett evolutiondrt perspekiv.

I elevinstruktionen ges bakgrundsfakta om katalas, samt en styrd laborationsinstruktion.

I korthet kan vi hir konstatera att hur snabbt en cell kan gora sig av med viteperoxid
beror pd mingden katalasenzymer, samt olika miljéfaktorer s som temperatur, pH och salthalt
d4 dessa kan péverka formen pa enzymet och dirmed dess effektivitet. Reaktionen kan stu-
deras genom att mita tiden det tar for en bit vixtvivnad att flyta upp fran botten av en 16s-
ning med viteperoxid. Det ir en indirekt metod for att fi syn pa enzymaktiviteten i cellerna
genom hur snabbt de bildar syrgas. Metoden har ett antal problem och felkillor, vilket gor att
resultaten méste tolkas med stor forsiktighet, men med syftet att vicka frigor om metodens
tillforlitlighet fungerar den bra.

Sakerhet och riskbeddmning

»  Viteperoxid dr ett reaktivt dmne som kan ge hud- och 6gonskador.
(se vita fingrar i bild till vanster). Anvand en lag koncentration av
vateperoxid (3-5 % fungerar), glasdgon samt eventuellt handskar:

» laktta forsiktighet vid anvandning av kniv samt hantering av kok-
hett vatten for att undvika skar- och brannskador.

*  Avfallshantering: rester av vdteperoxid kan hdllas och spolas ut i
vasken. Potatis- och morotsbitar kan komposteras eller slangas |
brannbart.
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Materiel

*  En potatis och en morot e  Pincett

*  Kniv/fruktkniv, skdrbrdda och linjal *  Skyddsglaségon

*  Vattenkokare/vatten *  Bénkunderldgg

e Lite hushallspapper e Handskar

* 3 st glas/koppar * Liten glasbdgare (20 ml)

»  Tidtagarur/Minirdknare (mobil) *  Viteperoxid (3-5%)

*  Papper och penna *  mm-papper (eller anvand Excel)

Uppgift 1

Undersok katalas funktion hos potatis och morot i olika temperaturer.
Detta ir fragestillningen som instruktionen ir skriven for. Ligg girna till att eleverna ska
formulera en hypotes innan de genomfor experimentet.

Elevinstruktionen ir helt styrd och anger precis vad som ska goras och i vilken ordning.
Om man hinner rekommenderar vi att 13ta vixtmaterialen ligga langre tid (dn 3 minuter) i
de olika temperaturerna som testas.

Forvintade resultat dr att de potatis- och morotsbitar som legat tillrickligt linge i kokhett
vatten flyter upp betydligt 1&ngsammare dn de som legat i kallt och fingervarmt vatten (pro-
teiner denatureras/forstors vid hogre temperaturer). Man kan f3 lite olika resultat vid jamfo-
relser mellan de tvd vixtmaterialen. Det viktiga ir att eleverna anvinder de resultat som de
far till sin fortsatta diskussion.

Uppgift 2

Varfor har kuberna av potatis och morot flutit upp?

Fradgan stills for att eleverna ska klargora hur mitmetoden fungerar (underlitta forstaelse for
eventuella brister i metoden). Kuberna flyter upp pa grund av att det bildas gasbubblor (med
syrgas) i kanterna. Vissa gasbubblor slipper ju frin kuben, men de bubblor som vid en given
tidpunkt finns kvar i kanten bidrar till flytférmagan hos kuben.

Uppgift 3
Diskutera era resultat utifrdn féljande punkter:

o Jimfor de olika staplarna, #r det nigon skillnad mellan olika temperaturer?
Hir beror svaret pa elevernas resultat.

e  Hur paverkas katalas av de olika temperaturerna?
Se kommentar under uppgift 1 for férvintade resultat.

¢  Finns det ndgon skillnad mellan enzymaktiviteten i morot och potatis? Vilken i sa fall och
vad kan det bero pa?

Hir kan man ju tinka sig flera olika tinkbara forklaringar till en observerad skillnad. Dels
kan det bero pa en skillnad i enzymernas effektivitet per molekyl si att siga - eller si beror
det pa mingden katalas i de olika typerna av vivnad som studerats. Det kan ocks3 vara ett
resultat av ndgon annan faktor som paverkar sjilva mitmetoden. Se friga om felkillor.

Uppgift 4

Ta upp relevanta felkillor, det vill siga sidana problem med metoden som kan ha haft be-
tydande inverkan p4 resultaten. Forklara hur de felkillor ni tar upp har paverkat resultaten.

Hir kan man peka p4 att metoden bygger pa flytférméaga och att det kan vara olika densitet
pa potatis och morot som gor att det krivs mer/mindre gasbubblor for att f4 dem att lyfta i
vitskan. Det dr ett exempel pa forklaring som innebir att det dr svart att jamfora olika typer
av vixtmaterial med denna metod.
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Uppgift 5

Studera diagrammet till hoger.

Lis foljande pastdenden om svamparten Aspa-
ragillus terreus. Ta stillning till om pastiendena
stammer eller inte och motivera hur du tinker.

e Arten férekommer i minga olika typer av
livsmiljoer

Kan stimma om 6verlevnaden ar kopplad till
funktionen hos katalas eftersom den verkar
fungera i ett brett pH-omrade. Men det kan vara
andra faktorer dn pH som begrinsar arten (t ex
tillgdng till vatten). Katalas dr ocksd bara ett av
maénga enzymer, det ricker inte att bara titta
pa ett enzym for att sikert siga att pastiendet
stammer for hela arten.

al Aspergillus terreus
(svamp)

Activity (x10° UmlL™")

Vatsyayan, P, & Goswami, P (2016). Highly active and stable
large catalase isolated from a hydrocarbon degrading Aspergillus
terreus MTCC 6324. Enzyme Research, 2016, 4379403
4379403. doi:10.1155/2016/4379403

e  Arten ir specialiserad p4 livsmiljoer dir pH ir 13gt (sura jordar)

Stimmer inte om vi med 14ga pH menar vildigt 14ga som under pH 4. Men om vi siger att allt
under 7 ir surt s& stimmer det delvis d katalas fungerar inda ner till pH 4. Samtidigt visar dia-
grammet att katalasenzymet fungerar bittre i hogre pH-omraden n lagre. Om arten skulle vara

specialiserad till 13ga pH skulle man kanske forvinta sig att dven katalasenzymets pH-optimum

13g mer mot ldgre pH 4n vad diagrammet visar.

e Arten ir kinslig for pH i sin livsmiljo

Inte sd kinslig jaimfort med méanga andra organismer som nog har smalare omride i pH-ska-
lan som de klarar av att leva i. Hir dr andd pH-spannet ritt stort 4-12 och artens katalassys-
tem verkar kunna fungera i bdde sura och basiska miljoer. Det verkar alltsd inte finnas ndgon

tydlig anpassning till biattre funktion i 14ga pH-virden. Men aterigen, samma reservation som
i forsta pastdendet (att vi hir enbart ser funktionen hos ett enzym och att arten som helhet

beror av manga olika proteiners funktion).

Uppsgift 6

Nedan visas en tabell for olika organismer och inom vilket pH-omr&de som deras katalas-
enzymer fungerar. Till hoger visas ett slikttrid baserat pa likheter i aminosyra-sekvenserna

(ordningen pa aminosyrorna) i katalas-enzymerna.

Organism pH-omrade

(fér katalas)
8-11
5.5-8.5

Jordbakterie (Bacillus firmus)

Saltbakterie (Halobacterium sp)
,,,,,,,, 6-8
Jast (Saccharomyces cerevisiae) ~ 6-8

Mégelsvamp (Aspergillus terreus) 4-12
Vete (Triticum aestivum) 55-9
Potatis (Solanum tuberosum) 4.5-9

Morot (Daucus carota sativus) 2.

Saltbakterie

Ménniska

Jordbakterie

Vilket pH-omride skulle man kunna forvinta sig som hypotes for morot? Motivera ditt svar.

En tinkbar hypotes ir liknande omride som nirbesliktade arter, vete 5,5-9 och potatis 4,5-9.
[ slikttridet visas likheter baserat pa just enzymet katalas byggnad (ordning p& aminosyror).
Om man antar att funktionen ar kopplad till strukturen s kanske likheten kan tyda p4 liknande
toleransomrade for enzymet hos morot. Om det gér att koppla direkt till sliktskapstridet borde
man kanske vilja den som ser mest lik ut: vete och ta omradet 5.5-9. En invindning kan vara
att det inte sikert behover vara s3, eftersom sma genetiska forindringar kan orsaka stor effekt
pa enzymets struktur (t ex om forindringen sker i ett omrade i enzymet som ir avgorande for

funktionen, jfr aktiv yta).
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Uppgift /

Om man tinker evolution — hur kan man forklara att minniskans katalas har ett smalt
pH-omride medan mégelsvampens och potatisens katalas har ett brett pH-omrade? Anvind
evolutionira begrepp i dina férklaringar.

Vissa arter kan ha anpassats till en Organism pH-omrade
miljé som har ett relativt stabilt pH. (for katalas)
Individer som har haft andra katalas-
varianter som ger télighet mot ex-
empelvis ligt pH har inte haft nigon ~ Mogelsvamp (Aspergillus terreus) 4-12
selektiv fordel, snarare tvirtom sa har  potatis (Solanum tuberosum) 459
de selekterats bort.

Anpassning genom naturligt urval kan anvindas som férkla-

Manniska (Homo sapiens) 6-8

ringsmodell. Hos minniska verkar katalas i en organism som har
en inre miljo som héller miljofaktorerna/omgivningen relativt
konstant (homeostas). For jordlevande organismer sker en interak-
tion med omgivningen mer direkt och pH-variationen i marken ar
formodligen storre dn inuti en minniskas kropp. Minniskans kata-
las kan ha fatt ett smalare pH-optimum pé grund av stabiliserande
selektion (motriktade selektionstryck). Det kan ju ocksi bero pa
att djurgrenen i livets trad redan fran tidig gemensam anfader av
slump eller selektion fatt ett katalasenzym med betydligt smalare pH-optimum 4n vad som
finns inom svamparnas och vixternas respektive grenar i livets trad.

Anpassningar mer mot generalist — alltsa tilighet mot breda forhéllanden bygger formodli-
gen pa att miljon varierar mycket s att variationen inom arten har bibehllits 6ver tid och om
de parar sig 6ver 1dnga avstind kan férmagan klara breda pH-omréden spridas inom hela arten.

Uppgift 8

Varfor finns enzymet katalas hos s minga olika organismer?

Bakgrundsteorin i elevinstruktionen ger nigra ledtrddare. Exempelvis att viteperoxid ir ett
idmne som cellerna/organismerna bildar pa grund av fettnedbrytning. D& metabolism och en-
ergiomvandling dr ndgot som alla celler beh&ver sd bildas formodligen viteperoxid i de flesta
celler och dirmed blir det viktigt att alla celler i alla organismer ocks4 har ett system (katalas)
for att reglera mingden av imnet som ir skadligt i hogre koncentrationer.
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