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CWICZENIE 7.

Czynniki warunkujace aktywnos$¢ enzymow na przykladzie ureazy

Ureaza (EC 3.5.1.5) katalizuje reakcje hydrolizy mocznika:

CO(NHz)Z + HzO 4 COZ + 2NH3

Enzym ten wystepuje w duzych stezeniach w nasionach niektorych roslin, np. soi. Wykazuje
on bardzo wysoka specyficznos¢ substratowa, a do niedawna przypisywano mu nawet
specyficznos¢ absolutng wzgledem mocznika. Optimum temperatury dla ureazy wynosi
40°C, a optimum pH 7,0.

W badaniu szybkosci hydrolizy mocznika pod wptywem ureazy oznacza sie ilos¢
produktu reakcji — amoniaku — metoda spektrofotometryczna. Amoniak z odczynnikiem
Nesslera (silnie alkaliczny roztwor jodku rteci w jodku potasu) daje barwny kompleks o
natezeniu barwy proporcjonalnym do stezenia amoniaku w badanej probie.

Wykonanie

a) Wpltyw temperatury. Do trzech probéwek odmierzy¢ po 1 ml roztworu enzymu i po 1 ml
0,1 M. buforu fosforanowego o pH 7,0. Pierwsza probéwke umiesci¢ w temp. 0°C (woda z
lodem), druga w temp. 40°C, a trzecia w temp. 100°C (wrzaca taznia wodna). Po
doprowadzeniu zawarto$ci probowki do odpowiedniej temperatury (przez ok. 3 min.) wyjac
probéwke z wrzacejtazni wodnej i schtodzic jej zawarto$¢. Odmierzy¢ do tak przygotowanych
probéwek po 1 ml roztworu 0,5 M mocznika, wymiesza¢ zawarto$¢ probowek, a nastepnie
wstawic¢ do termostatu o temp. 40°C, i inkubowac 15 min. Probowka trzecia pozostaje na czas
inkubacji w zlewce z lodem. Nastepnie przerwac reakcje enzymatyczna, dodajac do

wszystkich probéwek po 1 ml 0,5 M HCJ, a dalej 5 ml wody i 1 ml odczynnika Nesslera.
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b) Wplyw pH. Do trzech probéwek odmierzy¢ po 1 ml roztworu enzymu i po 1 ml buforéw:
do pierwszej 0,1 M octanowego o pH 4,0, do drugiej 0,1 M fosforanowego o pH 7,0 i do trzeciej
0,1 M boranowego o pH 9,0. Do wszystkich probéwek doda¢ po 1 ml 0,5 M roztworu
mocznika, wymieszac i umiesci¢ je w termostacie o temp. 40 °C, inkubowac¢ przez 15 min.
Nastepnie przerwac reakcje enzymatyczna, dodajac do wszystkich probéwek po 1 ml 0,5 M

HCl, a dalej 5 ml wody i 1 ml odczynnika Nesslera.

Wyniki:

¢) Wptyw inhibitoréw i aktywatora. Do 6 probowek odmierzy¢ po 1 ml roztworu enzymu i

po 1 ml 0,1 M buforu fosforanowego o pH 7,0. Nastepnie dodawac:
Probéwka 1: 1 m1 0,001 M HgCl2
Probéwka 2: 1 m1 0,001 M HgClz + 1 ml 0,1M cysteiny
Probowka 3: 1 ml 0,001 M HgClz + 1 ml 0,1M zredukowanego glutationu
Probowka 4: 1 m1 0,01 M Cu SO«
Probéwka 5: 1 ml 0,1 M NaF
Probéwka 6: -

Do wszystkich 6 probéwek dodac po 1 ml 0,5 M roztworu mocznika. Zawartos¢ probowek
wymiesza¢, umiesci¢ je w termostacie o temp 40°C i inkubowaé 30 min. Nastepnie
przerwac reakcje enzymatyczna, dodajac do wszystkich probéwek po 1 ml 0,5 M HCl, a

dalej 5 ml wody i 1 ml odczynnika Nesslera.
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