Datum: Izolacia alkoholdehydrogenazy Anton Repko
7.4.2007 z hrachu BCHPV/2

Uvod

Alkoholdehydrogenaza (EC 1.1.1.1) katalyzuje redoxnu rovnovahu etanolu a acetaldehydu
za pritomnosti NADT. Tento enzym som extrahoval z kli¢iacich semien hrachu fosfatovym
pufrom a ziskal frakciu zrazajucu sa medzi 35% a 60% nasytenim roztoku siranu amoénneho.

Mnozstvo enzymu som zistil Lowryho metodou, vyuZivajicou Folinovo fenolové ¢inidlo,
ktoré poskytuje s tyrozylovymi zbytkami bielkovin modrofialové zafarbenie, ktoré sa meria
spektrofotometricky pri 500 nm.

Aktivitu som stanovil na zaklade absorpcie svetla vlnovej dlzky 340 nm redukovanou
formou koenzymu - NADH a vypocital podla vzorca:
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Aparatira

20 g semien hrachu napucanych vo vode 3 dni, mixér, kadicky

chladené centrifaga °C na 2000 g, automaticka pipeta

0,1 M fosfatovy pufor pH 8,5 s 5 mM merkaptoetanolu

20 mM Tris-acetatovy pufor pH 6,5 s 5 mM merkaptoetanolu

siran amonny, 10 mM NAD™, 1 M etanol

Lowryho metoda: Folinovo fenolové &inidlo, 2% NasCOgs v 0,1 M NaOH, 0,5% CuSOy4 v

Postup

Nakli¢ené semené hrachu som homogenizoval s 100 ml vychladeného fosfatového pufru. Zis-
kant suspenziu som prefiltroval cez 3 vrstvy gazy a centrifugoval 15 mintt. Supernatant
som zlial (103 ml) a pridal k nemu za miesania 21,5 g praskového (NH4)2SOy, ¢m vznikol
roztok nasyteny na 35%. Po 30 minttach statia som roztok centrifugoval 15 minit, su-
pernatant som zlial (102 ml) a pridal k nemu za mieSania 16,7 g praskového (NHy)2SOy,
¢im som ziskal roztok nasyteny na 60%. Po 30 minutach statia som roztok centrifugoval
15 minit, oddelil sediment obsahujici ADH a rozpustil ho v 5 ml Tris-acetatového pufru
(enzymovy preparat 1:1). Zo ziskaného roztoku som odobral 1 ml a zriedil na 10 ml (roztok
1:10).

Lowryho metoda
Pripravil som roztok C zmieSanim 20 ml roztoku 2% NasCO3z v 0,1 M NaOH a 0,4 ml
0,5% CuSOy4 v 1% (CHOHCOO)3Nag. Z 1:10 roztoku som odobral do dvoch skumaviek
po 0,02 ml a 0,03 ml a doplnil vodou na 1 ml (roztoky 1:500 a 1:333). Ako slepéa vzorka
slazila skiimavka s 1 ml vody. K tymto roztokom som pridal po 5 ml roztoku C, zamiesal,
nechal stat 10 minut, pridal po 0,5 ml Folinovho ¢inidla, rychlo premiesal a nechal stat 30
minit. Potom som zmeral absorbanciu jednotlivych roztokov pri 500 nm proti nulovaciemu
roztoku.

Stanovenie aktivity
Pripravil som roztok 1:100 zriedenim 1 ml roztoku 1:10 na 10 ml vodou. Do kyvety spek-
trofotometra som napipetoval roztoky: 0,3 ml 0,1 M fosfatového pufru pH 8,5, 0,1 ml 10
mM NAD™, 0,2 ml 1 M etanolu a 1,8 ml destilovanej vody. f)alej som rychlo pridal 0,1 ml
roztoku 1:100, premieSal a meral absorbanciu pri 340 nm v 15 sekundovych intervaloch.
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Kalibracna priamka Lowryho metédy
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Absorbancia roztoku 1:500 bola 0,236, ¢o odpoveda 0,142 mg/ml, t.j. 71 mg/ml 1:1
Absorbancia roztoku 1:333 bola 0,365, ¢o odpoveda 0,237 mg/ml, t.j. 79 mg/ml 1:1
Priemer: 75 mg proteinov na 1 ml enzymového preparatu

pocas prebiehajucej reakcie:

Absorbancie
t [min] Aszag | AAsag

0,00 0,000
0,25 0,017 | 0,017
0,50 0,035 | 0,018
0,75 0,052 | 0,017
1,00 0,069 | 0,017
1,25 0,085 | 0,016
1,50 0,100 | 0,015
1,75 0,113 | 0,013
2,00 0,127 | 0,014
2,25 0,140 | 0,013
2,50 0,152 | 0,012
2,75 0,164 | 0,012
3,00 0,175 | 0,011

Priemer zo zaiatku merania je AA = 0,017 za At = 0,25 s.
Aktivita enzymového preparatu je:

0,017 -2,5
6,3-1-0,001-0,25

a = 1000 - = 27000 pmol.min~t.ml™?

Na 1 mg proteinu podla Lowryho to dava 360 pmol.min~?t, ¢o
odpoved4 hodnote uvedenej v katalégu enzymov.

Odpovede na kontrolné otazky

1. Dialyza prebieha pri pH 6,5, aby nedochadzalo k uvolfiovaniu amoniaku z pritomného siranu
amoénneho, meranie aktivity zasa pri pH 8,5 kde ma enzym najvyssiu aktivitu.

2. Systematické nézvy enzymov:
izocitrat dehydrogendza (EC 1.1.1.41) - izocitrat: NAD™T oxidoreduktéza (dekarboxylujtica)
sukcinat dehydrogenéza (EC 1.3.5.1) - sukcinat: ubichinon oxidoreduktaza
malat dehydrogenédza (EC 1.1.1.37) - (S)-malat: NAD™ oxidoreduktéza



