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    Известно, что металлы играют важную роль в жизнедеятельности живых организмов, входя в их состав в виде макроэлементов (Ca, Na, K, Fe, Mg) и микроэлементов (Co, Cu, Zn, Mo, Mn, Ni и др.). Они участвуют в формировании структуры  белков, нуклеиновых кислот, активных центров ферментов, активизируют биохимические реакции, участвуют в ионной проницаемости мембран  и т.д.
     Вместе с тем в условиях интенсивного воздействия человека на окружающую среду (добыча руд, минералов, промышленное и сельскохозяйственное производство, развитие автотранспорта и т.д.) природная среда интенсивно загрязняется как биогенными, так и чужеродными металлами. Наибольшую опасность среди них представляют так называемые тяжёлые металлы: ртуть, свинец, кадмий, медь, цинк. Проникая в клетки живых организмов, они нарушают процессы обмена веществ, влияют на активность жизненно важных веществ  - гормонов и  ферментов. 
     Цель эксперимента – исследовать изменение  активности  фермента каталазы  под влиянием молекул тяжелых металлов. 
Задачи: 

· изучить научную литературу о влиянии тяжелых металлов на живые организмы

· подготовить и провести эксперимент
· наблюдать изменение активности фермента каталазы в растительных клетках под влиянием тяжелых металлов.
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     Загрязнение окружающей среды тяжелыми металлами приобрело огромные масштабы, особенно в больших городах и вдоль автострад. Вследствие этого за несколько последних десятилетий уровень свинца, меди, ртути  в крови людей увеличился. Накопление их в организме приводит к раковым заболеваниям, так как в несколько раз усиливает действие канцерогенных веществ организме. В этом проявляется взаимодействие различных ксенобиотиков в окружающей среде либо в организме с образованием ещё более ядовитых продуктов. 

     При избыточном поступлении в организм они вызывают разрушение молекул белков, образуя нерастворимые соли с аминокислотными группами белковых молекул. При этом подавляется действие большинства белков-ферментов, поскольку именно радикалы аминокислот участвуют в формировании их активных центров. Кроме того, в активные центры многих ферментов входят  металлы, которые могут вытесняться металлами-ингибиторами, образующими неактивные комплексы  по схеме (см. приложение).

     Масштабы отравления медью наиболее опасны в промышленных, меднодобывающих районах, где на 1т добытой меди приходится 2 т пыли, содержащей 15% меди, 60% - оксидов железа, по 4% мышьяка, ртути, цинка, свинца. При избытке меди в организме происходит угнетение многих ферментов, разрушаются железосодержащие белки (гемоглобин,  ферритин и др.) в результате замещения железа на медь. Вследствие отравления медью возникает глобинонурия, желтуха, накапливается метгемоглобин, который вызывает потемнение крови.

     Таким образом, тяжёлые металлы, попавшие в окружающую среду, необратимо разрушают белки живых организмов, они пагубно влияют на здоровье человека, вызывая тяжёлые заболевания. В растениях тяжелые металлы в первую очередь влияют на ферменты,  участвующие в окислении веществ, в частности, на фермент каталазу. Каталаза расщепляет опасное для клеток вещество пероксид водорода, образующееся в процессе обмена веществ, до воды и кислорода:
2 Н2 О2  = 2 Н2О + О2
При снижении активности фермента в клетках  эта реакция не происходит. Об этом можно судить по отсутствию выделяющихся пузырьков кислорода.  
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      Реактивы и оборудование:  3%-ный раствор медного купороса (CuSO4); 3%-ный раствор перекиси водорода (Н2О2); половинка клубня картофеля; пипетки, градуированные на 1 и 5 мл; фарфоровая ступка с пестиком; мерный цилиндр и специальный стакан; весы с разновесами, колбы на 50 мл, скальпель, мел, секундомер.

      Каталаза, относящаяся к классу оксидоредуктаз, содержится в животных и растительных тканях. Молекула каталазы содержит  в своем составе железо. Фермент проявляет высокую активность: одна молекула каталазы разлагает до 5 млн. молекул перекиси водорода в минуту при 0 С.

     Максимальная активность фермента обнаруживается в интервале от 0 до 10 С. Оптимальное значение рН действия лежит в пределах 6,0 – 8,0 единиц.

     Активность каталазы в исследовательской работе измерялась манометрическим методом. Он основан на измерении объёма кислорода, выделившегося при воздействии фермента на субстрат.

     Измерялась ферментативная активность в приборе (см. приложение).

     Зажим необходим для установления (в открытом положении) уровня жидкости в бюретке на нулевой отметке. При отсутствии стандартного каталазника его можно заменить на самодельный, изготовленный из двух центрифужных пробирок или обыкновенных стеклянных трубок диаметром до 15 мм, нижние концы которых соединяются резиновой трубкой и зажимом, а верхние через тройник соединяются резиновой трубкой с измерительной бюреткой. Бюретку следует заполнить 3%-ным раствором серной кислоты, чтобы предотвратить гнилостные процессы в воде и снизить в ней растворение газа. Избыток раствора, образующийся при вытеснении жидкости из бюретки при выделении кислорода, собирается в воронке (ёмкости для жидкости).
     Мы получили ферментную вытяжку каталазы из картофеля. Для этого мы  приготовил  навеску 1г очищенного клубня картофеля и тщательно растёрли в охлаждённой льдом ступке, добавив 0,3 г мела и 5-10 мл охлаждённой воды. Затем полученный массу разбавили охлаждённой водой и расчёта 30-50 мл на 1г картофеля. Полученный раствор (ферментную вытяжку) после отстаивания слили для отделения от растительных остатков, измерили объём в мерной посуде и хранили в стеклянном стаканчике на холоде.
     Для того, чтобы исследовать влияние ионов меди на активность каталазы, мы в одно колено каталазника поместили 3 мл ферментной вытяжки, а в другое – 3 мл раствора перекиси водорода. Присоединили каталазник к прибору,  установили нулевую точку жидкости в бюретке. Быстро слили и перемешали растворы в одном из колен каталазника и через определённое время отмечали объём кислорода, который выделялся в процессе ферментативной реакции. Активность фермента выразили в объёме кислорода ( мл), выделившегося за одну мин, в расчёте на один г 

сырой растительной ткани по формуле

          объем кислорода (мл) х общий объем ферментативной вытяжки (мл)
А=------------------------------------------------------
                   Время (мин) х объем ферментативной пробы (3 мл)
       Добавили в одно из колен каталазника 0,5 мл сульфата меди непосредственно перед перемешиванием перечисленных выше растворов.

     Ферментативную активность сравнивали с контрольными пробами, в которой вместо растворов солей-ингибиторов добавляется 0,5 мл воды, чтобы общие объёмы проб контроля и опыта были одинаковы.
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     Таким образом, благодаря эксперименту мы смогли количественно проанализировать и сравнить токсический эффект ионов меди на уровне общей ферментативной активности, выявить динамику воздействия токсикантов на фоне нормальной кривой активности фермента во времени, определить концентрацию токсикантов, оказывающую угнетающее действие на активность фермента. Наконец, получение достаточного количества даёт возможность статистически оценить достоверность полученных результатов и различий между воздействием каждого из токсикантов по сравнению с контролем и между собой.
                                                                                                          Табл. №1

               Опыт №1. Расщепление Н2 О2  каталазой картофеля.
	                        Контроль (без CuSO4)
	 Опыт (CuSO4)

	           № серии
	               Время
	           Объём О2
	           Объём О2

	           1.
	               2 мин
	              1,5 мл
	                0,5 мл

	           2.                                                     
	               2 мин
	              1,5мл
	                0,5мл

	           3.
	               2 мин
	              1,5мл
	                0,25 мл

	           4.                                 
	               2 мин
	               1 мл
	                0,25 мл

	           5.              
	               2 мин
	               1 мл
	                0,1 мл


                                                                                                          Табл. №2

    Опыт №2. Расщепление Н2О2 каталазой моркови (домашней).
	                           Контроль (без CuSO4)
	 Опыт (CuSO4)

	№ серии
	Время
	Объём О2
	Объём О2

	1.
	2 мин
	2 мл
	0,5 мл

	2.
	2 мин
	1 мл
	0,5мл

	3.
	2 мин
	1 мл
	0,25 мл

	4.
	2 мин
	1 мл
	0,20 мл

	5.
	2 мин
	0,5 мл
	0 мл


                                                                                                                  Табл. 3.

                     Опыт №3. Расщепление Н2О2  каталазой яблока.
	                      Контроль (без CuSO4)
	 Опыт (CuSO4)

	№ серии
	Время
	Объём О2
	Объём О2

	1.
	2 мин
	1 мл
	---

	2.
	2 мин
	Не идёт реакция, очевидно, активность

	3.
	2 мин
	каталазы снижена в результате



	4.
	2 мин
	обработки яблок.



	5.
	2 мин
	


                                                                                                            Табл. №4

    Опыт №4.  Расщепление Н2О2  каталазой  моркови (импортной).

	                         Контроль (без CuSO4)
	 Опыт (CuSO4)

	№ серии
	Время
	Объём О2
	Объём О2

	1.
	2 мин
	0,5 мл
	---

	2.
	2 мин
	Не идёт реакция, очевидно, активность

	3.
	2 мин
	каталазы снижена в результате



	4.
	2 мин
	обработки моркови.



	5.
	2 мин
	


                                                                                                       Табл. № 5
                      Опыт №5. Расщепление Н2О2  каталазой лука.
	                             Контроль (без CuSO4)
	 Опыт (CuSO4)

	№ серии
	Время
	Объём О2
	Объём О2

	1.
	2 мин
	1 мл
	0,5 мл

	2.
	2 мин
	0,5 мл
	0,2мл

	           3.
	2 мин
	0,5 мл
	0,2 мл

	           4.                                 
	2 мин
	0,5 мл
	0,2 мл

	           5.              
	2 мин
	0,5 мл
	0,1 мл


