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TEMA

ENZYMY

Uloha 26:

Stanovenie aktivity kataldzy.

Princip:

Katalaza (EC 1.11.1.6) je vSeobecne rozsireny enzym, ktory katalyzuje roz-

klad peroxidu vodika podla rovnice:

HO; — HO+ % O;

Katalaza je tetramer, tj. sklada sa zo Styroch polypeptidovych retazcov, pricom
kazdy z nich obsahuje jeden hem (M, = 240 000 g/mol). Peroxid vodika, ktory
moze vznikat' v organizme pri pésobeni niektorych flavinovych dehydrogendz, je
nebezpecny pre bunkové Struktury a katalaza posobi ako "detoxikacny enzym”.
Samotny enzym sa rozkladda nadbytkom substratu. Preto sa stanovenie aktivity
katalazy robi pri 0 °C, aby sa zabrdanilo jej rychlemu rozkladu.

Cislo premeny (angl. turnover number) tohto enzymu je jedno z najvyssich
vébec; uddva sa hodnota 5 x 10° s™. Aktivita kataldzy sa vyjadruje prostrednic-
tvom rychlosti monomolekulovej reakcie rozkladu peroxidu vodika. PretozZe sa
rychlost reakcie pre rozklad enzymu substratom rychlo meni, stanovi sa zdvis-
lost rychlostnej konstanty reakcie prvého poriadku a extrapoluje sa na cas
t = 0 min. Ziskana hodnota rychlostnej konstanty vyndsobend koncentrdciou
peroxidu vodika v case t = () min predstavuje pociatocnu rychlost reakcie. Prie-
beh reakcie sa sleduje manganometrickym stanovenim nerozloZeného peroxi-
du vodika vo vzorkdach, odobranych v pravidelnych intervaloch 7 inkubacnej

zmesi, podla rovnice:
5 H)Os +2 KMnOg4 + 3 H2SO4 — 2 MnSO4 + KoSO4 + 5 O + 8 H2O

Reagencie:

1. roztok peroxidu vodika (zmieSat’ I ml 30 % H>02 so 6 ml 0,1 M fosforecna-
nového tlmivého roztoku s pH 6,8 a doplnit na objem 100 ml destilovanou
vodou)

. 0,1 M fosfore¢nanovy tlmivy roztok s pH 6,8

. 1 M roztok kyseliny sirovej

. 0,0025 M roztok manganistanu draselného

. roztok katalazy (riedenie: 0,1 ml/100 ml, aktivita povodného neriedeného
roztoku enzymu: 450 450 U/ml, pricom 1g enzymu=111ml, aktivita
~50 000 U/mg)

6. 0,1 % roztok siranu manganatého (pred zaciatkom titracie manganistanom
pridavame 1 — 3 kvapky. Reakcia uvedena v principe je autokatalyzovana
Mn*" iénmi, a preto je pritomnost malého mnozstva Mn** iénov v roztoku
pred titrdciou uzitocna.)

D W

Material:

odmernd banka s objemom 50 ml, vodny kupel s kiskami l'adu, sklenené pipety
s nadstavcom, titraéné banky Sirokohrdlé (6 ks), byreta s objemom 25 ml

Postup:

Do 50 ml odmernej banky napipetujeme 2,5 ml roztoku peroxidu vodika
(substrat), 3,3 ml fosfore¢nanového timivého roztoku s pH 6,8 a doplnime desti-
lovanou vodou po znacku. Roztok dobre premieSame, prelejeme do titracnej
banky a vlozime do kupela, ktory obsahuje vodu a kiisky 'adu. Sucasne vlozime
do kupela aj skamavku s pripravenym, vhodne zriedenym roztokom katalazy
(enzym). Inkubujeme 10 min. Medzitym pipetujeme do d’alSich 5 titraénych
baniek po 5 ml 1 M H>SO4 (zastavi reakciu) a priddme po 3 kvapky MnSOa.

Pre vyhodnotenie vysledkov je dodlezité ziskat’ informaciu o koncentracii
H>0> na zaciatku reakcie, teda v ase t =0 min. Vzhl'adom na to, ze pridanie
enzymu k roztoku H>O, okamzite spust’a reakciu, pre spravne urcenie koncentra-
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cie H>O; v ¢ase £ = 0 min postupujeme tak, ze do prvej titra¢nej banky obsahu-
jucej H2SO4 a MnSOs4 priddme 5 ml roztoku H>O» bez enzymu. AZ potom do
zvysnych 45 ml inkubovaného roztoku H>O» rychlo pripipetujeme 1 ml enzymu,
reakénll zmes premieSame a zaznamename cas. Od tejto chvile zacneme merat’
¢as a v intervaloch 3, 6, 9 a 12 minat odoberame z reakcnej zmesi po 5 ml, ktoré
pridavame postupne do zvySnych Styroch titraénych baniek s H2SO4 a MnSOa.
Nakoniec vSetky banky titrujeme roztokom KMnO4 do rovnakého svetloruzové-
ho sfarbenia a zaznamenavame prislusné spotreby.

Vyhodnote-
nie:

Titraciou reakénych zmesi roztokom KMnO4 stanovime koncentraciu
enzymom nerozloZeného H20: v ¢asoch 0, 3, 6, 9 a 12 minut. Pre vypocet kon-
centracie pouzijeme nasledujucu rovnicu:

c(H,0,).V(H,0,) c(KMnO,).V(KMnO,)
5 2

kde V(H:03)=5ml, c¢(KMnO4) =0,0025M a V(KMnO4 je spotrebovany
KMnOg4 v ml.
Rychlostnt konstantu (k) reakcie prvého poriadku vypocitame podla vztahu:

2303 e(H,0,),,

k
t ¢ C(H202 )z

t

kde ¢ je ¢as v minutach, c¢(H20:):-o je koncentracia substratu v ¢ase =0 min a
¢(H>0;); je aktualne mnozstvo substratu v Case ¢ (3, 6, 9, 12 min).

Ziskané hodnoty k; vynesieme do grafu oproti Casu a priesecnik linearnej zavis-
losti s osou y odpoveda hodnote & v Case t = 0 min (ko). Vynasobenim hodnoty ko
s hodnotou koncentracie H>O; v ¢ase ¢ = 0 min ziskame pociatocnu rychlost’ re-
akcie v M/min. Tuto hodnotu vynasobime objemom reakénej zmesi v litroch, t.j.
0,046 (45 ml roztoku H>O> + 1 ml enzymu), ¢im ziskame pocet molov H2O»,
ktoré sa rozlozi za 1 min v 46 ml reakénej zmesi. Po vynasobeni ¢islom 10°
(premena z mol na umol) a 10* (riedenie enzymu) ziskame aktivitu katalazy
v jednotkach umol/min (U) na 1 ml pévodného neriedeného roztoku enzymu.

Zaver:

Uvedieme hodnotu aktivity katalazy pri danej teplote a pH (0 °C, pH 6,8).
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