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Cwiczenie B33

Kataliza enzymatyczna — badanie kinetyki katalazy przy uzyciu czujnika tlenu

Temperatura w laboratorium t =

Tabela I: Obliczanie predkosci poczatkowych reakcji z udziatem katalazy

Szybkosé

Réznica stezen poczatkowa reakeji
AC = CZ - Cl V. = £
07 At

2 0,25% H20:
z 0,5% H202

2 0,75% H20;

***7 1% H202

*** zapytaj prowadzacego, ktore stezenia wykorzysta¢ w ¢wiczeniu

Tabela Il: Zamiana stezenia procentowego C, H202 na stezenie molowe [S]

Stezenie procentowe Cp Stezenie molowe [S]
H20:2 [%] H202 [mol/dm?3]
0,25
Cpxd
- 8] = e
1

*gdzie M — masa molowa H20; = 34,0147 g/mol, d — gesto$¢ H20, = 1,45 g/cm®

Tabela Ill: Parametry reakcji katalitycznej

Ko 1 Predkos¢ maksymalna

Vonax -4 Vonax reakcji enzymatycznej Vmax

Stala Michaelisa-Menten Km
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Cwiczenie B33: Kataliza enzymatyczna — badanie kinetyki
katalazy przy uzyciu czujnika tlenu

CEL

Ideg ¢wiczenia jest zbadanie kinetyki enzymatycznej katalazy poprzez analize¢ szybko$ci rozktadu
nadtlenku wodoru (H202). W tym celu, wykorzystujac czujnik tlenu stosowany do ilosciowego
pomiaru tlenu molekularnego, nalezy wyznaczy¢ stata Michealisa-Menten (Km) i maksymalng
predkosc reakcji katalitycznej (Vimax).

TEORIA

Katalaza jest jednym z najbardziej istotnych i wydajnych enzymdéw wystepujacych w zywych
organizmach. Pelni kluczowa rolg w zakresie ochrony komorek przed stresem oksydacyjnym, a w
szczegllnosci przed toksycznym dziataniem reaktywnych form tlenu (ROS — reactive oxygen
species). W wyniku szeregu reakcji biochemicznych, zwlaszcza tych zwigzanych z oddychaniem
komorkowym (np. fosforylacja oksydacyjna, utlenianie w peroksysomach) powstaja potencjalnie
szkodliwe wolne rodniki oraz nadtlenek wodoru. H2O2 moze ulega¢ dalszym przeksztatceniom do
bardziej reaktywnych rodnikow hydroksylowych (#OH) np. w reakcji Fentona. Katalaza w sposob
szybki 1 efektywny chroni przed tym zagrozeniem, katalizujac proces rozktadu nadtlenku wodoru na
wode i tlen.

Katalaza jest tetrameryczng hemoproteing, co oznacza, ze sktada si¢ z czterech identycznych
podjednostek, z ktorych kazda zawiera w swojej strukturze otoczong biatkiem (apoenzymem) grupe
hemowa z centralnie polozonym atomem zelaza, kluczowa dla aktywnos$ci tego biokatalizatora.
Grupa hemowa jako grupa niebiatkowa, tzw. prostetyczna, wystepuje rowniez w hemoglobinie, gdzie
odpowiedzialna jest wlasnie za wigzanie i aktywacje nadtlenku wodoru.

Rys. 1 Czwartorzedowa katalaza oraz struktura zelazoporfiryny tzw. hemowej grupy prostetycznej znajdujacej si¢ w
centrum aktywnym enzymu.
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W katalitycznym mechanizmie katalazy mozna wyrdzni¢ dwa etapy glowne:

l. W pierwszym etapie procesu zgodnie z rysunkiem 2, czasteczka nadtlenku wodoru
(substratu) przylacza si¢ do centrum aktywnego enzymu w wyniku czego grupa hem
przechodzi w stan posredni, zwany oksyhemem. W tej fazie jedna czasteczka H2O> ulega
rozktadowi, tworzac czasteczk¢ wody 1 tlenu atomowego, ktéry pozostaje zwigzany z
atomem zelaza w grupie hemowe;.

§
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stan spoczynku stan posredni

Rys. 2 Schemat pierwszego etapu mechanizmu katalitycznego rozktadu nadtlenku wodoru przez katalazg. W stanie
spoczynku katalazy atom zelaza grupy hem wystgpuje na 3 stopniu utlenienia. W stanie posrednim atom tlenu wigze si¢
z grupa hemowa, a stopien utlenienia atomu zelaza ro$nie na +4.

Il. W drugim etapie procesu zgodnie z rysunkiem 3, kolejna czasteczka nadtlenku wodoru
reaguje z kompleksem oksyhemowym. Naste¢puje jego redukcja, w wyniku ktorej powstaje
woda i tlen czasteczkowy (O3), a katalaza wraca ponownie do stanu spoczynku.

stan posredni stan spoczynku

Rys. 3 Schemat drugiego etapu mechanizmu katalitycznego rozktadu nadtlenku wodoru przez katalaze.

Caly proces zachodzi niezwykle szybko — katalaza jest w stanie przeksztalci¢ miliony czasteczek
H202 na sekunde, co czyni ja jednym z najbardziej efektywnych enzyméw znanych w biologii.
Ponadto reakcja katalityczna ma charakter redoks, poniewaz zard6wno nadtlenek wodoru jak i grupa
hemowa enzymu ulegaja utlenianiu i redukcji. Wtasnie dlatego katalaza nalezy do grupy enzymow
zwanych oksydoreduktazami.

Reakcje enzymatyczne, takie jak ta katalizowana przez katalaze, moga by¢ obrazowane za
pomoca kinetyki Michealisa-Menten. Stanowi ona podstawowy model matematyczny uzywany do
opisu predkos$ci reakceji enzymatycznych w zalezno$ci od stgzenia substratu. Zalezno$¢ kinetyki oraz
réwnanie Michaelisa-Menten przedstawia rysunek 4, gdzie:

e Vp to poczatkowa predkos¢ reakcji, czyli szybkos¢ reakcji na poczatku procesu, gdy stezenie
substratu jest jeszcze wysokie,

e Vmax to maksymalna predko$¢ reakcji, ktora zostaje osiagnigta, gdy wszystkie czasteczki
enzymu s3 zaangazowane w proces, a dalszy wzrost stezenia substratu nie powoduje
zwigkszenia predkosci reakc;i,
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e [S] to stezenie substratu,

o K to stata Michaelisa-Menten, ktora odzwierciedla powinowactwo enzymu do substratu, a
doktadnie wyraza takie st¢zenie substratu, przy ktérym predkos¢ reakceji osigga potowe Vmax.

Km

e

? Vinax

RSY

3

O

9 v Vnax[S]
Q 0 —

% 2 K + [S]
5

stezenie substratu [S]

Rys. 4 Zalezno$¢ kinetyczna predkosci procesu V od stezenia substratu [S] oraz rownanie Michaelisa-Menten.

Stata Michaclisa-Menten Km odnosi si¢ do tego, jak silnie i specyficznie enzym wigze si¢ z
substratem. Wysokie powinowactwo (niskie Km) oznacza, ze czasteczki enzymu bardzo tatwo
wchodzg w reakcje¢ z substratem, nawet przy niskich st¢zeniach substratu, natomiast niskie
powinowactwo (wysokie Km) sugeruje, ze enzym wymaga wyzszych stezen substratu, aby skutecznie
si¢ z nim zwigzac.

Stata Michaelisa-Menten Kn 1 maksymalng predko$¢ procesu katalitycznego Vmax mozna
wyznaczy¢ dopasowujac zalezno$¢ predkosci zachodzacego procesu Vo od stezenia substratu [S] do
réwnania Michaelisa-Menten. Jednak bardziej praktycznym podejsciem jest zastosowanie wykresu
Lineweavera-Burka, ktory jest przeksztalceniem rownania Michaelisa-Menten do postaci liniowej
(Rys.5):

nachylenie =
/ Vmax

1/V

0 1/[S]

Rys. 5 Zaleznos¢ kinetyczna oraz rownanie Lineweavera-Burka.
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Ciekawostka

Leki biopodobne czesto majg za zadanie dziata¢ w sposob analogiczny do endogennych biatek
lub enzymoéw 1 wykazywaé réwnowazng skuteczno$¢ terapeutyczng jak lek referencyjny.
Eksperymenty kinetyczne wykonywane w niniejszym ¢wiczeniu mogg stuzy¢é do poréwnania ich
aktywnosci z naturalnymi odpowiednikami.

Przyktadem moze by¢ Enbrel — biologiczny lek immunosupresyjny zawierajgcy substancje
czynng etanercept, stosowany do leczenia cigzkiego, czynnego i postepujacego reumatoidalnego
zapalenia stawow. Jego tanszym biopodobnym odpowiednikiem dostgpnym na rynku jest Benepali —
wysoce podobny w zakresie struktury, skutecznos$ci, bezpieczenstwa i jakosci.

WYKONANIE CWICZENIA

Cwiczenie B33: Kataliza enzymatyczna — badanie kinetyki katalazy przy uzyciu
czujnika tlenu

POTRZEBNE WYPOSAZENIE
e Komputer z oprogramowaniem e Mieszadto magnetyczne z
»SPARKvue” mieszadelkiem
e Czujnik Oz - PASCO wireless O e Butelka szklana, cylinder miarowy,
tyzeczka plastikowa
e Butelka plastikowa z kranikiem e Katalaza (proszek)
e Strzykawka z rurkg e Roztwory wodne nadtlenku wodoru

Zapisz wszystkie dane i obliczenia w tabeli i opracowaniu.

Przygotowanie komputera — nie zapisuj zmian w plikach (DON'T SAVE)

1. Wiacz zasilanie stotu (patrz deska rozdzielcza stotu — przy Twojej lewej nodze gdy siedzisz na
wprost komputera) — przekre¢ czerwong ,,gatke” w kierunku strzatek (powinna wyskoczyc),
przekre¢ kluczyk jak w samochodzie i pus¢. Wiacz komputer.

2. Automatycznie uruchomi si¢ system operacyjny Windows. Zaloguj si¢ naciskajac ikong
uzytkownika B33. Podtacz czujnik PASCO Oz kablem micro-usb bezposrednio do komputera.
Na $rodku pulpitu znajduje si¢ skrot B33 — uruchamia program ,,.SPARKvue ”. Rozwin okno do
petnego ekranu.

3. Nacisnij ikon¢ Bluetooth (prawy gorny rog okna) i sprawdz czy czujnik Oz (236-170 O2) jest
dostepny. Prawidlowe podiaczenie czujnikéw przedstawia rysunek 6. Innych czujnikéw nie
podlaczaj!
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Dostepne interfejsy czujnikéow

Podtaczone urzadzenia

‘@ 236-170 02 £ ‘

Wybierz urzadzenie bezprzewodowe do potaczenia W]

Wiacz urzadzenie bezprzewodowe

Rys. 6 Okno potaczenia bezprzewodowego czujnika tlenowego Pasco

Okno ¢éwiczenia B33

Okno podstawowe ,,Pomiar stezenia tlenu” (Rys. 7) zawiera przyciski sterowania, wykres zalezno$ci
stezenia Oz (%) od czasu (s). Zakresy na osiach beda zmieniaty si¢ automatycznie podczas pomiarow.
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Rys. 7 Podstawowe okno pomiarowe ,,Pomiar stezenia tlenu”.
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Kalibracja czujnika PASCO wireless O2 (236-170 O2).

1. Naci$nij pasek ,,Stezenie tlenu” (lewy dolny rog okna ,,SPARKvue”).
2. Wybierz ,,Skalibruj pomiar”, a nastepnie ,,Kontynuu;j”.

3. W 2 punkcie kalibracji czujnika, w polu ,,Standardowa wartos$¢” wpisz wartos¢ 20,9, a nastgpnie
nacisnij ,,Odczytaj z czujnika” i zatwierdz ,,Ok”. Wartos¢ 20,9% to stezenie tlenu w atmosferze.

Przygotowanie uktadu pomiarowego

1. Popro$ prowadzacego o fiolki z wodnymi roztworami
nadtlenku wodoru o réznych stezeniach procentowych
(0,25%, 0,5%, 0,75%, 1%).

2. Przygotuj wodny roztwor katalazy. Na wadze analitycznej
odwaz 5 g katalazy — wykorzystaj w tym celu plastikowg
tyzeczke 1 kartke papieru. Wsyp odwazong katalazg¢ do
szklanej butelki, a nastepnie wlej do niej 200 ml zimnej
wody. Wymieszaj zawartos¢ butelki do pelnego
rozpuszczenia enzymu, pamigtajagc by wcezesniej zakrecié
butelke.

3. Do plastikowej butelki z kranikiem wlej ostroznie 15 ml
roztworu nadtlenku wodoru o najmniejszym stgzeniu
procentowym (0,25%), a nastgpnie osusz jej gorng czes$é
recznikiem papierowym.

4. Do butelki z roztworem nadtlenku wodoru wt6z mieszadetko
magnetyczne.

5. Zamknij butelke z nadtlenkiem wodoru od gory czujnikiem
tlenu PASCO i zabezpiecz uktad wykorzystujac uchwyt

statywu. Rys. 8 Prawidlowo przygotowany
uktad pomiarowy.

Przebieg i rejestracja pomiarow

Samoistny rozklad nadtlenku wodoru
1. Podczas eksperymentu butelka zamknigta czujnikiem powinna sta¢ stabilnie, pionowo na blacie
stotu laboratoryjnego. W tym celu wykorzystaj uchwyt statywu.

2. Poczekaj 5 minut w celu ustabilizowania warunkow pomiarowych.

3. Nacisnij zielony przycisk ,,START” (gdy jest aktywne zbieranie danych wys$wietla si¢ czerwony
kwadrat i odliczany jest czas). Pomiar begdzie trwat 7 minut i zakonczy si¢ automatycznie.

4. Jezeli po 7 minutach eksperyment nie zakonczy si¢ automatycznie, przerwij go manualnie
naciskajac czerwony kwadrat ,,STOP”.

5. Zachowaj przygotowany uktad pomiarowy do nastgpnego eksperymentu 1 postepuj zgodnie z
instrukcja ponize;j.
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Rozklad nadtlenku wodoru w obecnosci katalazy

1.

Przygotowany uktad pomiarowy ustaw stabilnie, pionowo na mieszadle magnetycznym
wykorzystujac uchwyt statywu.

Podtacz kabel zasilajacy mieszadta magnetycznego do pradu i1 ustaw mieszadto na maksymalne
obroty. Sprobuj ustawi¢ butelke tak by mieszanie byto jednostajne.

Pobierz do plastikowej strzykawki 15 ml wodnego roztworu katalazy (aby utatwic¢ sobie
pobieranie, przelej roztwor enzymu do zlewki — aby uwzgledni¢ objetos¢ rurki zaciggnij najpierw
5 ml powietrza, a nast¢pnie roztwor katalazy do poziomu 20 ml), a nastepnie natdéz na koncowke

strzykawki rurke i potacz ja z kranikiem butelki.

Nacis$nij zielony przycisk ,,START”. Pomiar bedzie
trwat 7 minut 1 zakonczy si¢ automatycznie.
UWAGA! W 2 minucie pomiaru wstrzyknij do
butelki (szybko ale plynnie przez ok. 4s) 15 ml

roztworu katalazy.

Jezeli po 7 minutach eksperyment nie zakonczy si¢
automatycznie, przerwij go manualnie naciskajac
czerwony kwadrat ,,STOP”.

Po zakonczonym pomiarze, odiacz strzykawke wyjmij
czujnik tlenu z butelki i wylej jej zawarto$¢. Nastepnie
doktadnie przeptucz butelke dwukrotnie zimng woda z
kranu i osusz jej gérng cze$¢ recznikiem papierowym.
Poczekaj, az czujnik tlenowy pokaze warto$¢
wykrywanego tlenu na poziomie 20,9%.

Powtorz eksperyment z katalaza z uzyciem 0,5%,
0,75% i 1% roztworow nadtlenku wodoru (w tym celu
ponownie skorzystaj z instrukcji zatytulowanej
»Rozktad nadtlenku wodoru w obecnosci katalazy”).

Rys. 9 Uktad pomiarowy potrzebny
do przeprowadzenia eksperymentow
w obecnosci katalazy.

Analiza danych

1.

Na podstawie zarejestrowanych zaleznosci stezenia tlenu od czasu podczas rozktadu HoO> w
obecnosci katalazy, wyznacz predko$¢ poczatkowa reakcji Vo dla wszystkich badanych
roztworéw nadtlenku wodoru. W tym celu wybierz prosty, liniowy fragment krzywej oznaczajacy
nagly wzrost stezenia tlenu (od ok. 2 minuty pomiaru).
Wykorzystaj przycisk ,,Scale to fit” do dopasowania otrzymanych danych do okien.
Z wyselekcjonowanego liniowego fragmentu zalezno$ci wybierz myszka dwa punkty (Rys. 10)
oznaczone jako (t1, Ca) i (t2, C2) i zapisz ich wartosci, gdzie:

e 111 t2 to wartosci czasu dla tych punktow

e Ci1i C2to wartosci stezenia procentowego tlenu
Oblicz nachylenie liniowego fragmentu krzywej, ktore odpowiada predkosci poczatkowej reakcji
Vo wykorzystujac ponizsza zaleznos¢:

AC  C,— Cy

nachylenie = =
Y At t,—tq
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Stezenie tlenu 21,0 % ~

Rys. 10 Wybor punktéw pomiarowych potrzebnych do wyznaczenia predkosci poczatkowej reakc;ji.

5. Obliczenia predkosci poczatkowej Vo wykonaj dla wszystkich zarejestrowanych krzywych (dla
wszystkich stgzen nadtlenku wodoru) i wpisz je tabeli pomiarowej ,,Obliczanie predkosci
poczgtkowej reakcji z udziatem katalazy”.

6. Wykorzystujac wyznaczone predkosci poczatkowe Vo sporzadZz wykres Lineweavera-Burka i
dopasuj do powstatej zalezno$ci prosta zgodnie z rysunkiem 5.

7. W tym celu zmien kartg w aplikacji klikajac strzalke zaznaczong z6ttym kotkiem (Rys. 10).

8. Korzystajac z ponizszej zalezno$ci przelicz stezenia procentowe (0,25%, 0,5%, 0,75%, 1%)
nadtlenku wodoru na stezenia molowe [S] wiedzac, ze gestosé d H.0O2 wynosi 1,45 g/cm?®, a masa
molowa M jest rowna 34,0147 g/mol:

mol, Cpl%]* d[=]

m[S] [dm3] = g
M 7] = 100

9. W okienku widocznym na rysunku 11 wpisz w odpowiednie kolumny tabeli odwrotnosci
wyznaczonych predkosci poczatkowych (1/Vo) i odpowiadajace im odwrotnos$ci ste¢zen nadtlenku
wodoru (1/[S]), a nastgpnie dopasuj rownanie prostej klikajac ikone zaznaczong czerwonym
kotkiem (Rys. 11) w aplikacji. Wyznaczony wspotczynnik kierunkowy ,,a” dopasowanej prostej
,y =ax +b” jest rowny stosunkowi Km/Vmax.

C
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Rys. 11 Tabela i okno wykresu Lineweavera-Burka.

10. Wyznacz punkt przecigcia dopasowanej prostej z osig Y (warto$¢ tego punktu wynosi 1/Vmax |
jest rowna wyrazowi wolnemu ,,b” z rdwnania ,,y = ax + b”) i oblicz maksymalng predkos¢ reakcji
katalitycznej Vmax

11. Wyznacz punkt przecig¢cia dopasowanej prostej z osig X (warto$¢ tego punktu wynosi -1/Kp) i
wyznacz stalag Michaelisa-Menten Kn, jako warto$¢ dodatnia.

12. Wykresy Lineweavera-Burka i zaleznosci predkosci poczatkowej Vo od stezenia molowego
substratu Cmsj (hiperbola Michaelisa-Menten) sporzadz w domu wykorzystujac oprogramowanie
typu Excel lub na papierze milimetrowym i dotacz je do sprawozdania. Na wykresach zaznacz
punkty charakterystyczne t.j. maksymalna predkos¢ katalizowanej reakcji Vmax, stata Michaelisa-
Menten K, a takze 1/Km, 1/Vmax | Km/Vmax zgodnie z rysunkami 4 i 5.

Pytania do dyskusji:

1. Jak zmienia si¢ predkos$¢ poczatkowa reakcji Vo w zaleznosci od stezenia nadtlenku wodoru
i jaki sens eksperymentalny ma uzyskana warto$¢ predkosci maksymalnej reakcji
katalitycznej Vmax?

2. W jakich jednostkach wyraza si¢ stata Michaelisa-Menten Km 1 co ona oznacza w kontekscie
przeprowadzonego eksperymentu?

3. Jakie parametry i aspekty moga wplywac na niedoktadno$¢ pomiaréw eksperymentu?



