
Dátum:7.4.2007 Izolá
ia alkoholdehydrogenázyz hra
hu Anton RepkoBCHPV/2ÚvodAlkoholdehydrogenáza (EC 1.1.1.1) katalyzuje redoxnú rovnováhu etanolu a a
etaldehyduza prítomnosti NAD+. Tento enzým som extrahoval z klí£ia
i
h semien hra
hu fosfátovýmpufrom a získal frak
iu zráºajú
u sa medzi 35% a 60% nasýtením roztoku síranu amónneho.Mnoºstvo enzýmu som zistil Lowryho metódou, vyuºívajú
ou Folinovo fenolové £inidlo,ktoré poskytuje s tyrozylovými zbytkami bielkovín modro�alové zafarbenie, ktoré sa meriaspektrofotometri
ky pri 500 nm.Aktivitu som stanovil na základe absorp
ie svetla vlnovej d¨ºky 340 nm redukovanouformou koenzýmu - NADH a vypo£ítal pod©a vzor
a:
a = 1000 ·

∆A340V
elk
εlVenz∆t

(µmol.min−1.ml−1)Aparatúra20 g semien hra
hu napu£aný
h vo vode 3 dni, mixér, kadi£ky
hladená 
entrifúga ◦C na 2000 g, automati
ká pipeta0,1 M fosfátový pufor pH 8,5 s 5 mM merkaptoetanolu20 mM Tris-a
etátový pufor pH 6,5 s 5 mM merkaptoetanolusíran amónny, 10 mM NAD+, 1 M etanolLowryho metóda: Folinovo fenolové £inidlo, 2% Na2CO3 v 0,1 M NaOH, 0,5% CuSO4 v1% (CHOHCOO)2Na2PostupNaklí£ené semená hra
hu som homogenizoval s 100 ml vy
hladeného fosfátového pufru. Zís-kanú suspenziu som pre�ltroval 
ez 3 vrstvy gázy a 
entrifugoval 15 minút. Supernatantsom zlial (103 ml) a pridal k nemu za mie²ania 21,5 g prá²kového (NH4)2SO4, £ím vznikolroztok nasýtený na 35%. Po 30 minúta
h státia som roztok 
entrifugoval 15 minút, su-pernatant som zlial (102 ml) a pridal k nemu za mie²ania 16,7 g prá²kového (NH4)2SO4,£ím som získal roztok nasýtený na 60%. Po 30 minúta
h státia som roztok 
entrifugoval15 minút, oddelil sediment obsahujú
i ADH a rozpustil ho v 5 ml Tris-a
etátového pufru(enzýmový preparát 1:1). Zo získaného roztoku som odobral 1 ml a zriedil na 10 ml (roztok1:10).Lowryho metódaPripravil som roztok C zmie²aním 20 ml roztoku 2% Na2CO3 v 0,1 M NaOH a 0,4 ml0,5% CuSO4 v 1% (CHOHCOO)2Na2. Z 1:10 roztoku som odobral do dvo
h skúmaviekpo 0,02 ml a 0,03 ml a doplnil vodou na 1 ml (roztoky 1:500 a 1:333). Ako slepá vzorkaslúºila skúmavka s 1 ml vody. K týmto roztokom som pridal po 5 ml roztoku C, zamie²al,ne
hal stá´ 10 minút, pridal po 0,5 ml Folinovho £inidla, rý
hlo premie²al a ne
hal stá´ 30minút. Potom som zmeral absorban
iu jednotlivý
h roztokov pri 500 nm proti nulova
iemuroztoku.Stanovenie aktivityPripravil som roztok 1:100 zriedením 1 ml roztoku 1:10 na 10 ml vodou. Do kyvety spek-trofotometra som napipetoval roztoky: 0,3 ml 0,1 M fosfátového pufru pH 8,5, 0,1 ml 10mM NAD+, 0,2 ml 1 M etanolu a 1,8 ml destilovanej vody. �alej som rý
hlo pridal 0,1 mlroztoku 1:100, premie²al a meral absorban
iu pri 340 nm v 15 sekundový
h intervalo
h.1



Výsledky KalibračnápriamkaLowryhometódy
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fit result : (f(x) = a*x+b)
a = 1.35797 +/- 0.23434
b = 0.0428305 +/- 0.0442307
chi^2 = 0.0419

Absorban
ia roztoku 1:500 bola 0,236, £o odpovedá 0,142 mg/ml, t.j. 71 mg/ml 1:1Absorban
ia roztoku 1:333 bola 0,365, £o odpovedá 0,237 mg/ml, t.j. 79 mg/ml 1:1Priemer: 75 mg proteínov na 1 ml enzýmového preparátuAbsorban
ie po£as prebiehajú
ej reak
ie:
t [min℄ A340 ∆A3400,00 0,0000,25 0,017 0,0170,50 0,035 0,0180,75 0,052 0,0171,00 0,069 0,0171,25 0,085 0,0161,50 0,100 0,0151,75 0,113 0,0132,00 0,127 0,0142,25 0,140 0,0132,50 0,152 0,0122,75 0,164 0,0123,00 0,175 0,011

Priemer zo za£iatku merania je ∆A = 0,017 za ∆t = 0,25 s.Aktivita enzýmového preparátu je:
a = 1000 ·

0,017 · 2,5

6,3 · 1 · 0, 001 · 0, 25
= 27000 µmol.min−1.ml−1Na 1 mg proteínu pod©a Lowryho to dáva 360 µmol.min−1, £oodpovedá hodnote uvedenej v katalógu enzýmov.

Odpovede na kontrolné otázky1. Dialýza prebieha pri pH 6,5, aby nedo
hádzalo k uvo©¬ovaniu amoniaku z prítomného síranuamónneho, meranie aktivity zasa pri pH 8,5 kde má enzým najvy²²iu aktivitu.2. Systemati
ké názvy enzýmov:izo
itrát dehydrogenáza (EC 1.1.1.41) - izo
itrát: NAD+ oxidoreduktáza (dekarboxylujú
a)suk
inát dehydrogenáza (EC 1.3.5.1) - suk
inát: ubi
hinón oxidoreduktázamalát dehydrogenáza (EC 1.1.1.37) - (S)-malát: NAD+ oxidoreduktáza2


