Kinetikforsgg med enzymet catalase
- hvilke faktorer kan pavirke enzymers aktivitet?

Jorgen Braad Jargensen/2005

Introduktion

Spaltning af hydrogenperoxid til vand og oxygen kan katalyseres af enzymet catalase:
2H-,0, - 2H,0 + Oz(g)

Enzymet findes i alle levende organismer, som bruger ilt, hvor det tjener til at fjerne det

giftige stof H,O,. Hydrogenperoxid dannes som biprodukt i forbindelse oxidationsprocesser i

peroxysomer (se MolBio s.18-19).

| denne gvelse skal du preve, at male enzymers aktivitet i praksis og prave at undersgge

hvilke faktorer, som kan pavirke enzymers aktivitet. Disse faktorer kunne vare pH,

temperatur, substratkoncentration, enzymgifte, enzymregulatorer, men maske ogsa andre

faktorer. Pa baggrund af din viden om proteiners struktur og kemi skal du endvidere preve at

forklare den biokemiske baggrund for virkningerne.

Analyseprincip

Reaktionshastigheden falges ved at male rumfanget :
af den dannede oxygen som funktion af tiden. A
Reaktionen udfares i en burette pa 50 mL og startes o
ved at blande enzym og substrat i bunden af buretten
ved samtidig indsprgjtning fra to sprajter (stop flow
teknink). Ved at tilsatte reaktionsblandingen et
passende detergent (sebe) dannes en stabil
skumsgijle, saledes at produktdannelsen direkte kan
aflaeses pa burettens skala.

Materialer
50 mL burette, spragjter (5 el. 10 mL), slangestykker,
T-bgsninger, stopur, vandluftpumpe, 100 mL
baegerglas (2 pr hold), malepipetter pa 1 mL, 5 mL
0g 10 mL. pH-meter. Desuden vandbade til
temperaturforsgg. .
p g \{\i\l ?}w
Hydrogenperoxidoplgsninger pa 2M, 1M og 0,2M, ;ﬁ,‘r” A N
vandoplgselige salte af tungmetaller (Cd, Hg, Pb), 7 b

Tris base, ethansyre, maleinsyre (til fremstilling af

pufferoplgsninger pH 2 — 10 (interval pa ca 1 pH)

som ikke faelder med tungmetaller, cystein, skumdanner (Texapon, harshampo, skumbad
el.lign), catalase (selges bl.a. af Boehringer og bestilles hos Ercopharm A/S, men kan ogsa
udvindes fra passende biologisk materiale: lever, kartofler, selleri, geer m.v.). En passende
enzymoplgsning fas ved at blande 1 mL Catazyme (NOVOZYMES) med 1 mL skumbad til
100 mL dest.. Vand.

Sikkerhed!!

Hydrogenperoxid (dihydrogendioxid) er setsende ved hgje koncentrationer. Brug derfor
konsekvent beskyttelseshandsker og beskyttelsesbriller under alle eksperimenter (det kunne
jo 0gsa veere naboen, som sprgjtede).
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Fremgangsmade - generel

Der arbejdes i hold pa tre personer (tidtager, forsggsleder, sekretzr).

1.  Substratoplgsning (H.0,) og enzymoplgsning (catalase) i de rigtige koncentrationer
overfares hver for sig til 100 mL bagerglas.

2. Herefter suges 5 mL enzym og substrat op i hver sin spragjte.

3. Til tiden O (tidtager starter stopur) sprajter forsggslederen ind i buretten, og skumsgjlen
afleeses om muligt hver 5 sekund af forsggslederen (husk at skalaen pa buretten vender
omvendt). Sekreteeren noterer afleesningerne

NB: Det er vigtigt, at du til alle forseg bruger samme baegerglas og samme sprgjte til

enzymoplgsning og substrat (afmarkning)

Renggaring af burette

Rensningen foretages mest bekvemt ved at forbinde den ene af sprgjtestudsene i bunden af
buretten med en vandluftpumpe. Herefter kan indholdet af buretten hurtigt vaskes ud med en
sprojteflaske

Resultatbehandling - generelt

1. Beregn produktrumfang ud fra de afleeste rumfang:
Vprodukt = 50 mL — afleest rumfang (mL).

2. Rumfanget af produkt (skumsgijlen) afsattes som funktion af tiden pa millimeterpapir
eller i regneark.

3. Enzymaktiviteten (mL O,/sekund) males som kurvens haldning til tiden 0 (starthastig-
heden = initialhastigheden).

4. et nyt koordinatsystem afsattes de malte initialhastigheder som funktion af den faktor,
du har pavirket enzymet med (substratkoncentration, pH, temperatur osv)

Affaldsbehandling
Alle restoplgsninger bortset fra forsgg med tungmetaller ma haldes i vasken. Tungmetalop-
lgsninger heeldes i beholder med basisk uorganisk affald
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Fremgangsmade de enkelte forsag

Andring af substratkoncentration

Alle forsgg foregar ved stuetemperatur

| enzymbaegerglasset overfares ca. 10 mL enzymoplgsning med seebeskum

| substratbaegerglasset afpippeteres med stangpipetter vand og stamoplgsning af hydrogenpe-
roxid efter fglgende skema:

Fremstilling af H,O, substratoplgsninger til kinetikforsgg med catalase

Slutrumfang = 10 mL

Forsgg Stamoplgsning  Tilsaet stam- Tilseet Slut-
koncentration oplgsning vand koncentration
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Andring af temperatur

Ca. 10 mL 1M hydrogenperoxidoplgsning overfares til substratbaegerglas, og ca. 10 mL
enzymoplgsning med seebe overfares til enzym- og substratbaegerglas.

For at opna en konstant temperatur placeres beaegerglas, sprajter og bunden af buretten i et
vandbad ca. 5 min.

Start med ved stuetemperatur, og gentag herefter forsgget ved lavere og hgjere temperaturer
med intervaller pa ca.. 10 grader Celsius. Mal temperaturen med elektrisk termometer lige
inden substrat og enzym blandes. Brug isterninger eller kogende vand til at opna passende
temperaturer.

Andring af pH

10 mL enzymoplgsning blandes med 10 mL pufferoplgsning med pH ca 7 i enzymbeagerglas-
set og pH males med et pH-meter

10 mL 1 M hydrogenperoxidoplgsning overfares til substratbaegerglasset.

Forsgget udfares herefter pa seedvanlig vis og gentages med nye pufferoplgsninger med
veerdier over og under 7.

Pavirkning med tungmetaller

10 mL enzymoplgsning blandes med 10 mL oplgsning af tungmetaller (f.eks. 100 mg/L
Hg(NO3)2, Pb (NO3)2, Cd (NOs),) i enzymbaegerglasset

10 mL 1 M hydrogenperoxidoplgsning overfares til substratbaegerglasset.

Forsgget udfares efter de generelle retningslinier og gentages med de udleverede
tungmetaloplgsninger

Andre forsgg

/ndring af enzymmangde. Enzym fra forskellige organismer (eks. temperaturtilpasning og
enzymer fra pattedyr og fra organismer, der kan leve ved lave temperaturer (f. eks
vintergaekker).
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