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CWICZENIE 9.

Wykrywanie oksydazy ksantanowej w mleku, wykrywanie katalazy we krwi,
wykrywanie peroksydazy, oznaczenie aktywnosci katalazy, wykrywanie
katalazy w r6Znym materiale biologicznym

Katalaza (EC 1.11.1.6.) pelni funkcj¢ w ochronie komorek oraz dziata przeciwutleniajgco.
Enzym ten nalezy do pierwszej klasy oksydoreduktaz, katalizuje rozklad nadtlenku

wodoru wedtug réwnania:
ZHzoz - 2H20 + 02

Nadtlenek wodoru (H20:) powstaje w procesie oddychania tlenowego, ktdry stuzy
komdrkom do wytwarzania energii z glukozy i tlenu. Nadmiar nadtlenku moze miec
jednak szkodliwy wpltyw na komorki.

Metoda oznaczania aktywnosci katalazy polega na manganometrycznym oznaczeniu nie
rozlozonego nadmiaru nadtlenku wodoru w reakcji, ktorej przebieg jest nastepujacy:

5H202 + ZKMHO4 + 3H2504 g 502 + ZMnSO4 + K2504 + 8H20

A. Oznaczanie aktywnosci katalazy z bulw ziemniaka
Katalaza jest enzymem katalizujacym rozktad nadtlenku wodoru wedlug réwnania:

2H>0:2 = 2H>0O + O2

Metoda polega na manganometrycznym oznaczeniu nie roztozonego nadmiaru nadtlenku wodoru w
reakgji, ktorej przebieg jest nastepujacy:
5H20:z + 2KMnOs4 + 3H2504 = 502 + 2MnSOs+ KoSOs4 + 8H20

Przygotowanie wyciggu enzymu:

Odwazy¢ 5 g ziemniaka, pokroi¢ i doktadnie utrze¢ w mozdzierzu dodajac stopniowo 80 ml CaCOs
(zawiesing przed kazdym dodaniem odczynnika wymieszac). Roztarta probke przesaczy¢ do 100 ml
kolby miarowej (przed saczeniem saczek zwilzy¢ woda destylowana), przesacz uzupelnic¢ do kreski

roztworem CaCQ:s. Przesacz ten jest wyciggiem enzymu niezbednym do dalszych analiz.

Wykonanie proby wlasciwej i zerowej (kontrolnej)

Do 4 kolbek stozkowych odmierzy¢ po 20 ml wyciggu enzymu i 20 ml wody destylowanej. W dwoch

kolbach nalezy zinaktywowaé enzym przez ogrzanie zawartosci do wrzenia. Po ostudzeniu do
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temperatury pokojowej doda¢ do wszystkich kolbek po 3 ml 1% roztworu H20:. Zawarto$¢ kolbek
szybko wymieszac i pozostawi¢ w temperaturze pokojowej na 15 minut. Nastepnie do kazdej kolbki
doda¢ po 5 ml 10% H:S0s zatrzymujac tym samym reakcje enzymatyczng. Nie roztozony H20:
miareczkowac¢ w kolbach 0,1 N KMnOus do lekko rézowego zabarwienia utrzymujacego sie przez okoto

2 minuty.

Obliczenie aktywnodci katalazy ziemniaka

__(@a-b)x1,7
- 15x 5

IK

IK - aktywno$¢ katalazy ziemniaka wyrazona w mg rozlozonego H20:2 na 1g Swiezej masy
a— $rednia objetos¢ w ml 0,1N KMnOs zuzytego na miareczkowanie préby kontrolnej
b- srednia objetos¢ w ml 0,1N KMnOs zuzytego na miareczkowanie proby wilasciwej

1,7 - wspotczynnik przeliczeniowy dla H20z (1 ml 0,1N KMnOs odpowiada 1,7mg H202 )

Wynik:

B. Wykrywanie katalazy we krwi

Zasada metody

Katalaza jest bardzo aktywnym enzymem, w ciagu sekundy jej czasteczka rozktada okoto 200 000
czasteczek nadtlenku wodoru. Jest aktywna w szerokim zakresie pH (5-10,5). W tkankach ssakéw
katalaza znajduje sie gtéwnie w watrobie, erytrocytach i w nerkach, nie wystepuje w surowicy krwi.

Material badany:

Krew.

Odczynniki:

3% roztwor HaO.

Wykonanie

Do dwdch proboéwek odmierzy¢ po 2 ml wody destylowanej i doda¢ po kropli krwi.

Jedna probowke wstawi¢ na 5 min do wrzacej tazni wodnej, wyjac¢ i ozigbi¢, a druga probodwke
pozostawi¢ w temperaturze pokojowej.

Do obydwu probowek dodac po okoto 10 kropli 3% roztworu H20s.
Wyniki
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C. Wykrywanie peroksydazy

Peroksydazy to enzymy, ktdre redukuja nadtlenek wodoru do wody, utleniajac rozne zwiazki:

peroksydaza .
substrat zredukowany + H,0, ————— substrat utleniony + H,0

Peroksydazy sa powszechne w tkankach roslinnych i moga katalizowac¢ utlenianie wielu
metabolitow, np. NADH + H+, NADPH + H+, tryptofanu, cytochromu c, fenoli, glutationu. Podobnie
jak katalaza sa hemoproteinami, np. peroksydaza chrzanowa, szeroko wykorzystywana w analityce.
Hemoproteinowe peroksydazy wystepuja rowniez w niektérych komorkach zwierzecych. W celu
wykazania obecnosci peroksydazy w materiale biologicznym mozna wykorzysta¢ benzydyne, ktéra
pod wplywem H202 w obecnosci peroksydazy utlenia sie do blekitu benzydynowego.

H,N —NHz . HNNH

benzydyna bi¢kit benzydynowy

Material badany: Sok z ziemniaka (warzywo utrzeé na tarce, odcisna¢ i przesaczy¢. Otrzymany sok
zachowac¢ do innych analiz)

Odczynniki:

1. 3% roztwér Ha20x.

2. Pirogalol..

Wykonanie

Do probéwki nala¢ okoto 1 ml soku z ziemniaka.

Dodac¢ kilka kropli roztworu pirogalolu i kilka kropli 3% roztworu H20:.

Obserwacja
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D. Wykrywanie oksydazy ksantynowej w mleku

Oksydaza ksantynowa (EC 1.2.3.2) odznacza si¢ malaq swoistoscia, katalizuje utlenianie aldehyddéw
alifatycznych i aromatycznych oraz zasad purynowych (facznie z ksantyng i hipoksantyna) z
wytworzeniem kwasu moczowego. Akceptorem wodoru jest tlen czasteczkowy, ktéry zostaje
zredukowany do H:0: lub latwo redukujacy sie barwnik, np. biekit metylenowy. Oksydaza

ksantynowa jest flawoproteina, zawiera molibden oraz zelazo.

~ OH oksydaza ksantynowa
H,C +BM » HCOOH + BM-H,
OH
zredukowany
uwodniona forma aldehydu  biekit kwas biekit
mréwkowego  metylenowy mréwkowy metylenowy

Odczynniki:

1. 0,02% roztwor blekitu metylenowego.
2. 0,5% roztwor aldehydu mréwkowego.
3. Parafina ptynna.

Wykonanie
Do dwoch probowek odmierzy¢ po 2,5 ml mleka.

Jedna probéwke wstawi¢ na 5 min do wrzacej fazni wodnej, nastepnie wyjac i ochtodzié.

Do obu probéwek doda¢ po 0,5 ml blekitu metylenowego i 0,5 ml 0,5% roztworu aldehydu

mrowkowego.
Doktadnie wymieszac.

Nawarstwi¢ kilka kropli ptynnej parafiny (zabezpieczenie przed dziataniem tlenu z powietrza).

Pozostawi¢ na 30-60 min i poréwnac obydwie proby.
Wyniki
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