Philipps- Universitat Marburg

FB 15 Chemie

Organisch-Chemisches Grundpraktikum fiir das Lehramt
Christian Lego

Leitung: Herr Dr. Reil3

Datum: 03.07.09

SS 09
Gruppe 10 — vorgegebener Versuch
Die Wirkung der Carboanhydrase
Reaktion:
CO,+H,0 == H,CO, == H"+HCO;
Zeitbedarf:
Vorbereitung: 30 min
Versuchsdurchfiihrung: 60 min
Nachbereitung 30 min
Chemikalien:
Chemikalien | Summen- | Menge R-Satze S-Satze | Gefahren- | Schuleinsatz
formel symbole (HessGiss)
Frisches Rin- - ca. 100 - - - S1
der- oder mL
Schweineblut
Ethanol- C,HOH-aq | 2,5 mL 11 7-16 F S1
Wasser-
Losung (4:6)
Kochsalz- NaCl-aq 4 mL -- - - S1
Losung
(w=0,9 %)
Trichlormeth CHClI, 1mL | 22-38-40- 36/37 Xn Keine Schu-
an (Chloro- 48/20/22 lerexperimente
form) erlaubt.
(*)
Phenolrot | C,,H,,0.S| 1,25mg | 36/37/38 26-36 Xi S1




Natrium- NaHCO, 2,29 - 22-24/25 - S1
hydrogencar-
bonat

Dinatriumhy | Na,HPO, | 539 - - - S1
drogen- -12H,0
phosphat

Kohlensaure | "H,CO,"ag | 10 mL - - - S1
haltigesMine

ralwasser

(*) Ersatzstoffprifung ist besonders wichtig.

Geréte und Materialien:

5 x Becherglaser (ca. 100 mL)

2 X Reagenzgléser

2 x Zentrifugenglaschen

2 X Gummistopfen (passend zu den Zentrifugenglaschen)

5 x Spritzen (2 x 2 mL, 1 x 5 mL, 2 x 10 mL) mit Kandle
Zentrifuge

Luftdichtes Aufbewahrungsgefal fiir das Blut (ca. 100 mL)

Versuchsaufbau:

Abb. 1:  Vorbereitetes Schweineblut sowie die Komponenten der Pufferlésung, die Phenol-
rot-Losung, die Ethanol-Wasser-Ldsung, die physiologische Kochsalzlésung,

Trichlormethan und zwei Zentrifugengléschen.

Versuchsdurchfihrung:




a) Enzymisolation aus Erythrocyten

6 mL Blut werden zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Erythrocyten im
Zentrifugat werden in 4 mL physiologischer Kochsalzlésung erneut aufgeschwemmt und
wieder zentrifugiert. Der Uberstand wird abermals verworfen. Zu den Erythrocyten im
Zentrifugat werden 2,5 mL der wassrigen Methanol-Lésung (4:6) und 1 mL Chloroform ge-
geben. Dann wird kraftig geschittelt. Danach wird erneut zentrifugiert. Die Carboanhydrase
befindet sich dann im Uberstand, der mehrere Tage im Kiihlschrank aufbewahrt werden kann.

b) Losungen flr den Enzymtest
Fur die Indikatorldsung werden 1,25 mg Phenolrot und 21,8 mg Natriumhydrogencarbonat in
100 mL entionisiertem Wasser gelost. Fir den Puffer werden zunéchst in einem Becherglas

2,2 g NaHCO, in 24 mL entionisiertem Wasser geldst (Losung A). Anschlielend werden in

einem weiteren Becherglas 5,5 g Na,HPO, -12H,0 in 40 mL entionisiertem Wasser gelost

(Lésung B). Der Puffer wird nun durch Zusammengief3en von 20,6 mL der Ldsung A und
30 mL der Losung B hergestellt. Die so entstehende Losung wird mit entionisiertem Wasser
auf 100 — 200 mL aufgefillt.

c) Enzymtest
In zwei Reagenzgléser wird jeweils
1) 1 mL Phenolrot-L6ésung, 0,5 mL Puffer und 1 mL Enzyml6sung
2) 1 mL Phenolrot-Lésung, 0,5 mL Puffer und 1 mL entionisiertes Wasser
gegeben.
Dann werden moglichst gleichzeitig und gleichmafRig je 5 mL kaltes kohlenséurehaltiges Mi-

neralwasser dazugegeben.

Beobachtungen:

a) Enzymisolation aus Erythrocyten
Nach der Zugabe der wassrigen Methanol-Ldsung verklumpten die Erythrocyten und klebten
am Boden des Zentrifugenglases fest. Die Ldsung, die das Enzym enthielt war leicht gelb-

braun geférbt und triibe.

c) Enzymtest



Nachdem die Phenolrot-Lésung und die Pufferlésung zusammengeben wurden, farbte sich

das Gemisch violett. Es lag eine klare Losung vor.

1) Nach Zugabe des isolierten Enzyms in das Reagenzglas 1) farbte sich diese Losung leicht
rosa. Zudem wurde sie durch die Enzymprobe etwas getribt.

2) Auch nach Zugabe des Wassers in das Reagenzglas 2) blieb die Lésung violett gefarbt
und klar.

Nach der gleichzeitigen, tropfenweisen Zugabe von je 5 mL gekihlten, kohlensaurehaltigen

Mineralswassers konnten folgende Beobachtungen gemacht werden.

1) Sobald die ersten Tropfen in das Reagenzglas gelangten farbte sich die gesamte Lésung
gelblich.

2) Beim Zutropfen des Mineralwassers verféarbte sich die Losung ganz allméhlich von violett
nach gelb. Am Reagenzglasboden war die Ldsung auch 2 min nach den ersten Wasser-
tropfen noch violett gefarbt. SchlieRlich farbte sich auch diese Lésung vollstandig gelb.

Insgesamt geschah der Farbwechsel von rosa bzw. violett nach gelb im Reagenzglas 1) binnen

Sekunden, wéhrend er sich im Reagenzglas 2) innerhalb von Minuten vollzog.

Abb. 2:  Vorbereitete Lésungen vor Zugabe Abb. 3:  Ldsungen nach Zugabe des Mine-
des Mineralwassers. alwassers. Die Losung im Boden-
bereich von Reagenzglas 2 ist
noch leicht violett gefarbt, wéh-
rend Losung 1 bereits gelb ge-
farbt ist.

Entsorgung:



Alle Lésungen wurden neutral in den Sammelbehalter fir organische Ldsungsmittelabfalle
gegeben, da sie entweder in Kontakt mit dem Chloroform standen oder die Indikatorlésung
enthielten. Das nicht benotigte Blut wurde mit Wasser verdiinnt und in den Ausguss entsorgt.

Fachliche Analyse:

Um den menschlichen Korper mit Energie zu versorgen, bedarf es biochemischer Prozesse,
die grob unter dem Begriff der Zellatmung zusammengefasst werden kénnen. Fir die Zellat-
mung wird neben einem Energietrager, meist Glucose, auch elementarer Sauerstoff bendtigt.
Der Sauerstoff wird der Luft in den Lungenbl&schen entzogen und in den Korper aufgenom-
men. Als Transportmedium dient das Blut. Der Sauerstoff bindet dabei an die Hdm-Gruppe
des Hamoglobins und wird damit im Blut gel6st. Jetzt kann tber den Blutkreislauf jede Zelle
des Korpers mit dem Sauerstoff erreicht werden.

Fir die Energiegewinnungsprozesse der Zellen dient das O, als Oxidationsmittel. Ein Haupt-

produkt der Zellatmung ist das Kohlenstoffdioxid. Fir den Korper hat es keinen weiteren
Nutzen und wird als Abfallprodukt wieder ausgeschieden. Um erneut zu den Lungen zu ge-
langen, wo es als Gas ausgeatmet wird, muss es abermals Uber das Blut transportiert werden.
Aufgrund der neuen Molekdlstruktur und veranderter chemischer Eigenschaften kann es nicht
an der Ham-Gruppe des Hdmoglobins binden.

Da das Blut zu einem grof3en Anteil aus Wasser besteht, kann ein Teil des Kohlenstoffdioxids

aufgrund seiner Polaritat direkt in Losung gehen. Dennoch lasst sich das CO, ,, in einem

+

wassrigen Medium besser in Form seines Hydrates (HCO; ., + H

) transportieren. Kohlen-

stoffdioxid reagiert dabei mit einem Wassermolekul zur Kohlenséure. In Anwesendheit weite-
rer Wassermolekiile, zerfallt diese jedoch sofort zu einem Proton und einem Hydrogencarbo-

nat-lon. In wéssriger Losung ist das Kohlensaure-Molekdl nur zu 0,2 % enthalten.

CO,+H,0 == H,CO, == H'+HCO; (1)
Das Kohlenstoffdioxid-Kohlenséure-Gleichgewicht (I) liegt unter Normalbedingungen zu
99 % auf der Linken Seite. Zudem lduft die Kohlensdurebildung nur sehr langsam ab. Um

also das im Korper gebildete CO, ,, effizient im Blut zu l16sen und damit den Abtransport

2(g
dieses Abfallproduktes zu gewahrleisten, bedarf es eines Katalysators.

Diese Aufgabe wird von einem Enzym, der Carboanhydrase, tbernommen. Es ist hauptséch-
lich in den Erythrocyten, den roten Blutkérperchen, enthalten und ist einer der effizientesten,

bekannten Biokatalysatoren. Die Katalysegeschwindigkeit ist mit 36 Millionen Umsetzungen



pro Enzym-Molekil und Minute enorm hoch. Um es zu isolieren, werden die Erythrocyten in
der Zentrifuge vom Blutplasma getrennt und mit einer physiologischen Kochsalzlésung ge-
waschen. Dabei kénnen samtliche wasserléslichen Bestandteile des Blutes ausgewaschen
werden.

Nach erneutem Zentrifugieren wird ein Wasser-Ethanol-Gemisch sowie Trichlormethan zu
den Erythrocyten gegeben. Durch das Konzentrationsgefélle an Salzen und anderen wasser-
l6slichen Stoffen zwischen dem Inneren der Erythrocyten und der dufReren Lésung, baut sich
ein osmotischer Druck auf. Die geldsten Stoffe im Inneren der roten Blutkdrperchen sind
nicht in der Lage die semipermeable Biomembran nach auflen zu durchdringen. Dagegen ist
diese Membran wasserdurchldssig, so dass Wassermolekdle, in dem Bestreben einen Kon-
zentrationsausgleich herbeizufthren, ins Innere der Zelle eindringen kdnnen. Gleichzeitig sind
das Ethanol und das Trichlormethan durch ihren unpolaren, lipophilen Charakter dazu in der
Lage die Biomembran zu I6sen und stiickweise abzutragen. Es kommt zum Platzen der Zel-
len, so dass der Zellsaft, der auch die Carboanhydrase enth&lt mit der Wasser-Methanol-
Trichlormethan-Lésung vereinigt wird. Die unerwinschten Zellbestandteile kénnen nun mit-
tels Zentrifuge vom fliissigen Uberstand getrennt werden. Das Enzym ist dann in diesem
Uberstand halten.

Die Lage des Gleichgewichtes in (I) wird tGber den pH-Wert gesteuert. Liegt der pH-Wert im
basischen Bereich, so wird das Gleichgewicht zu Gunsten der Kohlenséurebildung verscho-
ben. Im leicht sauren Milieu dagegen wird die Bildung von Kohlenstoffdioxid und Wasser
begunstigt. Menschliches Blut hat einen pH-Wert im Bereich von pH = 7,3 bis pH = 7,5.
Werden Natriumhydrogencarbonat und Dinatriumhydrogenphosphat in Wasser geldst, so ent-
steht eine basische Pufferlosung. Neben den Eigenschaften als Sdure-Base-Puffer wirkt das
Hydrogenphosphat als Stabilisator flir das Enzym.

Wird nun der Indikator Phenolrot zugesetzt, so zeigt er den basischen Charakter der Losung
durch eine rot-violett Farbung (fir pH-Werte > 7,3) an. Bei Zugabe des Enzyms
Carboanhydrase zu dieser Pufferldsung und anschlielendem Zutropfen des ,,kohlensdurehal-
tigen* Mineralwassers, katalysiert das Enzym die Bildung des Kohlenstoffdioxid-Hydrates.
Da die Losung alkalisch ist, werden die Kohlenstoffdioxid-Molekile, die in groRer Menge im
Mineralwasser gelost sind, schnell umgesetzt.

Um den Mechanismus dieser Umsetzung verstehen zu kénnen ist es hilfreich ein stark verein-
fachtes Modell der Carboanhydrase zu betrachten. Das aktive Zentrum des Enzyms bildet ein
Zn(I)-Kation, das uber drei Histidin-Reste fixiert ist.
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Durch den stark nucleophilen Charakter des Zn(I1)-Kations bindet an die vierte Koordinati-
onsstelle des Zinks ein Wassermolekil mit einem freien Elektronenpaar des Sauerstoffatoms.
Um die positive Ladung am O-Atom des Zwischenprodukts (1) zu stabilisieren, wird nun ei-
nes der Protonen abgespalten. Das Enzym enthalt in seiner Aminoséurekette basische Histi-
din-Reste. Dieser Histidin-Rest ist unter Anderem aus einem aromatischen 5-Ring aufgebaut.
Das freie Elektronenpaar des unbesetzten N-Atoms fangt das freigesetzte Proton sofort ab und

bildet ein weiteres Zwischenprodukt (2).
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Dieses Zwischenprodukt ist auf zweifache Weise Aktiviert und reagiert rasch mit einem

CO,-Molekil zu einem komplexierten Hydrogencarbonat-Molekil weiter. Einerseits agiert
das Zinkkation als Lewis-Saure und zieht am freien Elektronenpaar des O-Atoms eines CO,-

Molekiils. Andererseits wirkt der koordinierte Hydroxid-Rest mit einem seiner freien Elektro-
nenpaare als Lewis-Base und drickt ein Elektronenpaar an das partial positiv geladene
C-Atom des Kohlenstoffdioxids. Durch den elektronenziehenden und —schiebenden Effekt
wird dieser Mechanismus auch als ,,push-pull-Mechanismus® bezeichnet. Die zweifache Ak-
tivierung des Enzymzentrums erklért die hohe Reaktionsgeschwindigkeit dieses Katalysators.
SchlieRlich tritt das vorgebildete Hydrogencarbonat-Molekil aus dem Komplex aus, so dass
die Carboanhydrase wieder regeneriert wird.
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Das vom Histidin-Rest abgefangene Proton wird nach kurzer Zeit ebenfalls wieder abgespal-

ten.

Zunachst werden die so gebildeten Protonen durch die HPO? -lonen der Pufferlosung abge-
fangen.

H?,, + HPO%

(a0) sa) —> HPO,

Ist das Hydrogenphosphat auf diese Weise vollstandig zu Dihydrogenphosphat umgesetzt, so
kdnnen die Protonen nicht weiter abgefangen werden. Die Losung wird allméhlich saurer, so
dass der Indikator Phenolrot das Gemisch gelb (1 < pH-Wert < 7,3) farbt. Es wird so lange

Kohlensdure gebildet, bis sich ein neues Gleichgewicht (I) eingestellt hat.

Wird dieses Experiment ohne die Carboanhydrase durchgefiihrt, so dauert es sehr viel langer,
bis sich das Gleichgewicht (I) zu Gunsten der Kohlenséurebildung verschoben hat. Dennoch
wird die Losung auch ohne den Katalysator allméhlich saurer. Hierbei sorgt das Prinzip von
Le Chatelier fir eine Verschiebung des Gleichgewichts auf die Produktseite. Durch die hohe

Konzentration an gelostem CO, im Mineralwasser wird das Gleichgewicht auf die Produkt-

seite gedriickt. Analog zur oben beschriebenen Reaktion wird auch diese Ldsung langsam
gelb gefarbt. Allerdings dauert die Reaktion sehr viel langer. Der langsame Reaktionsverlauf
sorgt auch dafur, dass es innerhalb des Reaktionsgemisches zu unterschiedlichen pH-Werten
kommt. So farbt sich zuerst der obere Bereich der Losung gelb, da hier als erstes das kohlen-
stoffdioxidhaltige Wasser vorhanden ist und die Bildung von Kohlensaure bereits stattfindet.
Gleichzeitig ist der untere Bereich der Losung nach wie vor alkalisch und damit violett ge-
farbt. Nur langsam durchmischt sich die Lésung, so dass der untere Bereich vergleichsweise

spat gelb gefarbt wird.



Methodisch-didaktische Analyse:
1. Einordnung

Der Versuch kann wie folgt in die Themengebiete des hessischen Lehrplans (G8) eingebettet

werden.

Jahrgangsstufe u. Themengebiet
Unterrichtseinheit

9G.2 Eigenschaften von Sduren: Saure Loésungen (verdinnte Sauren) in
Haushalt und Industrie vergleichen; Gefahren im Umgang mit Sduren
darstellen; Beispiele: Salzsdure (Schweflige Sdure; Schwefelsaure,
Kohlensdure).

11G.2 Aminosduren, Peptide, Polypeptide: Struktur und Eigenschaften na-
tirlicher Aminoséuren; Peptidbindung; Strukturen und Strukturaufkla-
rung von EiweilRen; Vorkommen und Bedeutung; Nachweisreaktionen
fur Aminoséuren und Eiweil3e.

11G.2 Fakultativ: Enzyme: Aufbau und Bedeutung in Stoffwechselprozessen
(Modellvorstellung der Enzymkatalyse).
12G.1 Geschwindigkeit chemischer Reaktionen: Reaktionszeit; Reaktionsge-

schwindigkeit (Definition und experimentelle Ermittlung; ¢ / t — Dia-
gramme); Anwendung analytischer Verfahren zur Messung der Ande-
rung des Reaktionsverlaufs (z.B. Fotometrie, Mal3analyse, Leitfahig-
keitsmessungen); Einfluss verschiedener Faktoren (z.B. Stoff, Kon-
zentration, Temperatur, Zerteilungsgrad, Druck); Aktivierungsenergie
und Katalyse/ Katalysatoren.

12G.1 Fakultativ: Enzymkinetik: Bedeutung im Stoffwechsel.

2. Aufwand

Mit Ausnahme einer Zentrifuge und dazugehdrigen Zentrifugenglaschen zédhlen alle verwen-
deten Gerdate zur Standardausrustung einer Chemiesammlung. Diese ist jedoch wichtig flr das
Gelingen dieses Versuches. Ohne die Verwendung einer Zentrifuge konnen die Erythrocyten
nicht ohne weiteres aus dem Blut abgetrennt werden. Der Versuch kann damit nicht ohne die
Verwendung einer Zentrifuge durchgefiihrt werden. Zudem kann sich die Beschaffung von
frischem Schweine- bzw. Rinderblut schwierig gestalten, da es wenig Betriebe gibt, in denen
noch selbst geschlachtet wird. Die Mdglichkeiten der Beschaffung frischen Schweine- bzw.
Rinderblutes sind damit ortsabhdngig. Alle verwendeten Chemikalien werden nur in kleinen
Mengen bendtigt und verursachen damit keine hohen Kosten. Durch das Ansetzen zahlreicher
Losungen ist der Versuch sehr zeitintensiv in der Vorbereitung. Auch das Isolieren der
Carboanhydrase ist zeitaufwendig. Der gesamte Versuch kann nicht innerhalb einer Doppel-
stunde durchgefuhrt werden. Die Isolation des Enzyms und der Enzymtest sind innerhalb ei-

ner Doppelstunde durchfiihrbar. Die Nachbereitung erfordert ebenfalls viel Zeit, da die



Erythrocyten im Zentrifugenglas verklumpen und fest in diesem kleben. Die Reinigung der
verwendeten Zentrifugenglaser ist sehr aufwendig.

Insgesamt ist der Versuch nur bedingt fir den Einsatz in der Schule geeignet. Sollte eine
Zentrifuge an der Schule vorhanden sein, so eignen sich bei guter VVorbereitung die Isolation
des Enzyms und die Durchfiihrung des Enzymtests fur den Unterricht. Alle anderen Arbeiten

sollten aulRerhalb des Unterrichts geschehen und nehmen viel Zeit in Anspruch.

3. Durchfiihrung

Die gewunschten Effekte sind gut aus der Néhe erkennbar. Die Schiler sollten unbedingt im
Bereich des Versuchsgeschehens stehen, um zum einen das Verklumpen der Erythrocyten und
zum anderen die Farbumschldge der Versuchslésungen gut beobachten zu kénnen. Alle ver-
wendeten Chemikalien mit Ausnahme des Chloroforms sind nach HessGiss fur Schillerexpe-
rimente ab der Sekundarstufe | freigegeben. Die Verwendung von Chloroform in Schilerver-
suchen ist nicht erlaubt. Eine Ersatzstoffpriifung fiir diesen Stoff ist besonders wichtig. Damit
darf dieses Experiment nicht als Schulerversuch durchgeftihrt werden.
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