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TEMA

ENZYMY

Uloha 30:

Vplyv koncentrdcie substrdatu na pociatocnu rychlost’ reakcie: urcenie Vyax
a K. pre Stiepenie mocoviny uredzou

Princip:

Enzym ureaza (EC 3.5.1.5, M, = 480 000 g/mol) katalyzuje hydrolyticky roz-
klad mocoviny. Vznikajuci amoniak vytvara vo vodnom prostredi amonne katio-
ny, ¢o zvysuje alkalitu roztoku:

I ureaza
H,N—C—NH, + 3H,0 ——— CO, + 2NH,* + 20H
Ak sa stitruju vznikajuce hydroxylové aniony kyselinou, mozno po urcitom case
posobenia enzymu stanovit' zaciatocnu rychlost reakcie. Pretoze rychlost enzy-
movej reakcie znacne zavisi od koncentracie vodikovych ionov, je potrebné pra-
covat’ pri konstantnom pH. Stalost pH sa dosiahne tlmivym roztokom a titrova-
nim nadbytocného amoniaku v priebehu reakcie na indikator s pH prechodom
okolo 6,8 (pH optimum enzymu). Vo vhodnej dobe sa reakcia zastavi pridavkom
roztoku ortutnatych ionov, ktoré inhibuju enzym. Aby sa zabranilo vyzrazaniu
bielkovin ortutnatymi ionmi, a tym zakaleniu titrovaného roztoku, pridavaju sa
ortutnaté iony v pritomnosti chloridu amonneho. Titruje sa na indikator precho-
du 4,4 az 5,4 (pH roztoku chloridu amonneho). Rychlost reakcie katalyzovanej
uredzou so stupajucou koncentraciou mocoviny najskor stupa, pri vysokych kon-
centraciach viak dochadza k poklesu reakcnej rychlosti vplyvom inhibicie en-
zymu substratom. Enzymova reakcia sa robi pri laboratornej teplote; je vsak
potrebné vylucit akikolvek moznost zmeny teploty roztoku (napr. zahriatie doty-

kom ruky).

Reagencie:

1. 1,44 % roztok mocoviny

2. 2,5 % roztok mocoviny

3. roztok chloridu ortutnatého s chloridom amoénnym (0,2 % roztok HgCl>
zmiesat' s rovnakym objemom nasyteného roztoku NH4CIl. Pri pipetovani
pouzivat' bezpecnostnii pipetu s gul6ckou nad znackou!)

4. roztok enzymu (I g Cistenej uredzy — 150 jednotiek na 1 g— rozotriet
s malym mnozstvom rovnakych dielov glycerolu a 0,1 M fosforecnanového
roztoku s pH 6,8. Doplnit zmesou glycerolu a fosforecnanového roztoku
(1:1) do 100ml a sfiltrovat' cez skladany filter. Roztok uchovavat
v chladnicke.)

5. 0,04 % roztok bromtymolovej modrej v etanole (pK 7,1; oblast’ farebnej
zmeny pH: 6,0 — 7,6)

6. 0,02 % roztok metyl¢ervene v 50 % etanole (pK 4,95; oblast’ farebnej zme-
ny pH: 4,2 -6,3)

7. 0,04 % roztok bromkrezolovej zelenej v etanole (pK 4,68; oblast’ farebnej
zmeny pH: 3,8 — 5,4)

8. 0,03 M roztok kyseliny chlorovodikovej

Material:

byreta s objemom 25 ml, titraéné banky (7 ks), sklenené pipety s nadstavcom

Postup:

Najskor byretu naplnime 0,03 M kyselinou chlorovodikovou. Potom do troch
titracnych baniek oznacenych S1 (slepy pokus na prvé farebné porovnavanie), Sz
(slepy pokus na druhé farebné porovnavanie) a V (vzorka) napipetujeme po 2 ml
roztoku ureazy a pridame po 10 kvapiek bromtymolovej modrej. Do titraCnych
baniek S1 a Sz priddme po 10 ml destilovanej vody a obsah premieSame. Potom
do titranej banky V rychlo pripipetujeme 10 ml 1,44 % roztoku mocoviny, ob-
sah premieSame a stiCasne zaznamendme Cas. Ked'Ze sa obsah titracnej banky
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V v priebehu reakcie farbi na modro (dochadza k zvySovaniu pH vznikajucimi
amoniovymi kationmi), pH udrziavame konS$tantné dotitrovdvanim pomocou
HCI za staleho mieSania tak, aby obidva roztoky (S1 a V) mali rovnaké svetloze-
lené sfarbenie. Presne po 6 mintitach co najrychlejsSie pripipetujeme do titracnej
banky V 1 ml roztoku chloridu ortutnatého, ¢im zastavime enzymovu reakciu.
Zaznamename spotrebu HCI pocas enzymovej reakcie (spotreba vi). Potom pri-
dame ten isty objem chloridu ortutnatého do banky S2. Do obidvoch baniek d’a-
lej prikvapneme po 9 kvapiek metylCervene a 6 kvapiek bromkrezolovej zelenej
a obsah banky Sz titrujeme do ¢erveného sfarbenia. Od¢itame spotrebu (spotreba
s) a pokracujeme v titracii obsahu banky V do rovnakého Cervené¢ho sfarbenia
(spotreba v2).
Vyssie uvedeny postup je stru¢ne nacrtnuty v nasledujticej tabulke.

TABULKA 4.7 S1 S2 \% poznamky k V
ureaza [ml] 2 2 2
bromtymolova modra 10 kv. 10 kv. 10 kv.
destilovana H,O [ml] 10 10 -
1.44 % motovina [ml] B B 10 rychlo pripipetovat, zamieSat’
’ a zaznamenat’ c¢as
titrovat’
6 minut na
svetlozelené | zaznamenat’ spotrebu vi
sfarbenie v
S1
rychlo pripipetovat’ po
HgCl [ml] B 1 1 6 minatach
metylCerven — 9 kv. 9 kv.
bromkrezolova zelena — 6 kv. 6 kv.
titrovat’ do titrovat’ na
cerveného | Cervené sfar- | zaznamenat spotrebu v2
sfarbenia benie v Sz
zaznamenat’
spotrebu s

Mnozstvo rozstiepenej mocoviny je imerné objemu spotrebovanej HCI:
Vaci=vi+v2—s (D)

Hodnota Vuci pre 1,44 % mocovinu ma byt v rozmedzi 3,5 — 5,5 ml. Ak je vys-
Sia, reakciu nechame prebichat’ len 3 minuty. Naopak, ak je nizSia, reakciu ne-
chame prebiehat’ 12 minut.

Rovnakym spdsobom uskutocnime sériu stanoveni s roztokmi mocoviny
s koncentraciami 2,5 %; 2,0 %; 1,0 %; 0,72 %; 0,36 %; 0,18 % a 0,09 %.
Hodnota Vucr pri tychto koncentraciach uz méze byt mimo spominany rozsah
3,5 — 5,5 ml. Slepé pokusy (S1 a S2) sluzia pre farebné porovnanie aj pri d’alSich
koncentracidch mocoviny (nie je nutné opakovat’ ich pre kazdi koncentraciu
osobitne).

Vyhodno-
tenie:

Vypocet koncentracie ureazou rozstiepenej mocoviny
Koncentraciu rozstiepenej mocoviny vypocitame podla vztahu:

Cy V.

CCuct VHc

7

OH™

COH’

Cocovina — 7

2

1
2

kde cucr=0,03 M, Vou. =10 ml a Vo predstavuje objem spotrebovanej HCI,
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vyc¢isleny zo vzt'ahu (1).
Pociatoént rychlost’ reakcie (v) vypocitame ako podiel koncentracie rozstiepene;j
mocoviny a ¢asu:

V= cmoc;uvina (3)

kde ¢ = 6 min, resp. 3 alebo 12 min.
Priklad vypoctu molarnej koncentracie 2,5 % mocoviny

w=2,5g/100 ml =25 g/dm?
M, (mocovina) = 60.1 g/mol

w 25 g/dm®
Coggp =— = =042 M
M 60,1 g/mal

L

Urcenie Vmax a Km pre Stiepenie mocoviny ureazou
Z Michaelisovej teorie je mozné odvodit’ zakladnu kineticku rovnicu pre en-
zymové reakcie, rovnicu Michaelisa a Mentenovej:

V.. -[S
V= max [ ] (4)
K, +[S]
kde vje pociato¢na rychlost’ enzymovej reakcie pri danej koncentracii sub-

stratu S,
Vmax je maximalna rychlost, akou moZe reakcia prebiehat’ pri danej koncen-
tracii enzymu a
K je Michaelisova konStanta, ktora je mierou afinity enzymu k substratu.
Ak v rovnici (4) dosadime v =2 Viax, ziskame vzt'ah:
Kn=S (5)
z ktorého vyplyva, ze Km ma rozmer koncentracie (mol-dm™, resp. M) a rovna sa
takej koncentracii substratu, pri ktorej sa pociato¢na rychlost’ reakcie rovna pra-
ve polovici maximalnej rychlosti. Tymto sposobom mozZno vypocitat’ Micha-
elisovu konStantu z merania reakénej rychlosti pri roznych koncentracidch sub-
stratu. Problematické je urcenie konStanty Vmax, pretoZze mnoho enzymov je in-
hibovanych koncentraciou substratu, takze teoreticki hodnotu Vmax prakticky
vobec nemozno dosiahnut. Preto bolo navrhnutych niekol'ko inych sposobov
stanovenia konStanty, z ktorych najbeznejSia je metdoda podla Lineweavera
a Burka, ktor4 vychadza z prevratenej formy rovnice (4):

l_k, t 1
VoV sy ©)

max max

1 1. . ., L
Zavislost — od e je linearna, preto ak sa nanesu vysledky uvedenej série me-
A%

rani v tomto suradnicovom systéme a ziskanymi bodmi sa prelozi priamka, po-

. .1 .1 , o1 1
tom usek na osi — sarovna —— a usek na osi ? sarovna — K_ .
v

max m

. S . . .
Reciprocné hodnoty rychlosti (—; vid’ rovnica 3) vynesieme do grafu oproti
v

L, , n . . . . 1 - ,
reciproénym hodnotdm pdvodnej koncentracie mocoviny (E; vid' vzorovy
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vypocet molarnej koncentracie 2,5 % mocoviny). Zistime priesecniky priamky
s osami x a y a vypocitame hodnoty Vmax a K.

Zaver:

Uvedieme hodnoty Vmax a Km pre Stiepenie mocoviny ureazou pri danych
podmienkach (laboratdrna teplota, neutrdlne pH).
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