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Versuch: Enzymaktivität
Enzymaktivität
1. Aufgabenstellung
Zeigen Sie die Enzymaktivität unter folgenden Gesichtspunkenten auf und dokumentieren Sie ihre Ergebnisse.
a) Kompetitive und allosterische Hemmung
b) Temperaturabhängigkeit

c) Die Abhängigkeit vom pH-Wert

d) Abhängigkeit von der Substratkonzentration

2. Materialien für das Experiment

· Spritzflasche mit destilliertem Wasser

· Reagenzgläser, Ständer und Halter

· Glasstäbe, Tropfpipetten, Spatel

· Bunsenbrenner, Vierfuß, Glasfasernetz

· Thermometer 0-100°C, Uhr

3. chemische Stoffe

· Thioharnstoff

· Harnstoff-Lösungen 1, 10 und 30%

· Urease-Lösung, c= 10mg/10ml

· Wasserstoffperoxid 10%

· Phenolphthaleinlösung 1% in Ethanol, Indikator

a) Kompetitive und allosterische Hemmung
Durchführung:

· Im Reagenzglas eine Harnstoff- und Thioharnstofflösung aus einer Spatelspitze mit 5 ml destilliertem Wasser herstellen.

· Mit 3 Tropfen Phenolphthalein-Indikator versetzen.

· In jede Lösung eine Spatelspitze Urease geben und durch Schütteln suspendieren.

Beobachtung:

Beobachtet man die Harnstofflösung, so lässt sich ein unmittelbarer und intensiver Farbumschlag feststellen.

Betrachtet man nun im Vergleich dazu die Thioharnstofflösung, so lässt sich weder ein Farbumschlag noch eine andere Reaktion beobachten.

Auswertung:
Der Farbumschlag entsteht auf Grund der Spaltung des Harnstoffs in NH3 und CO2, durch das Enzym Urease, welches als Biokatalysator agiert. Bei der Thioharnstofflösung bleibt dies aus, da die Urease bekannt ist für eine ausgeprägte Substratspezifität, d.h. das Enzym kann genau zwischen den Substraten unterscheiden und setzt daher selbst dem Harnstoff ähnlich gebaute Verbindungen wie Thioharnstoff nicht um.
b) Temperaturabhängigkeit

Durchführung:

· 3 Reagenzgläser mit 5ml 10%iger Harnstofflösung füllen und 3 Tropfen Phenolphthalein-Indikator zugeben.

· Zum 1. Reagenzglas bei 20°C 1 ml Ureaselösung geben und die Reaktionszeit bis zum Farbumschlag messen.

· Das 2. Reagenzglas auf 40°C erwärmen und anschließend 1 ml Ureaselösung zugeben. Messen der Reaktionszeit.

· Reagenzglas 3 auf 60°C erwärmen und genauso verfahren.
Beobachtung:

· Im Reagenzglas 1 stellt sich nach relativ kurzer Zeit ein sehr starker Farbumschlag ein
· Im Reagenzglas 2 stellt sich nach etwa gleicher Dauer, wie in Reagenzglas 1, ein starker Farbumschlag ein

· Im 3. Reagenzglas stellt sich selbst nach eine Dauer von 2 min kein Farbumschlag ein

Auswertung:

Die rasche und intensive Einfärbung des Substrats in Reagenzglas 1und 2, bzw. das nicht Auftreten dieser Reaktion in Reagenzglas 3 zeigt deutlich die Temperaturabhängigkeit des Enzyms. Das Ausbleiben des Farbumschlags bei einer Temperatur von 60°C und höher ist mit der Denaturierung des Enzyms zu erklären, hierbei werden die inter-molekularen Bindungen, welche die Proteinstruktur stabilisieren, zerstört.
Vergleicht man die aufgenommenen Messwerte für 20 und 40°C so fällt auf, dass diese nahezu gleich sind.
Trägt man diese nun, wie folgend, in ein Diagramm ein und stellt die Messwerte interpoliert dar, lässt sich erkennen, dass die optimale Temperatur für diese Reaktion bei etwa 35 – 37°C liegt.
Daher sollten im Laborversuch möglicherweise andere Temperaturen gewählt werden, beispielsweise 20, 30, 40 und 60°C.
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c) Die Abhängigkeit vom pH-Wert
Durchführung:

· In 3 Reagenzgläsern 5ml Lösung von 10%iger Harnstofflösung pH-Wert 5, 7 und 10 füllen.
· In jedes Reagenzglas 1ml Enzymlösung geben und die Reaktion beobachten.

Beobachtung:

· Betrachten wir die Harnstofflösung mit pH-Wert 5 so lässt sich keine Sauerstoffbildung erkennen.
· Bei der Harnstofflösung mit pH-Wert 10 registriert man eine sehr moderate Sauerstoffbildung.
· Im Gegensatz zu den beiden zuvor genannten Lösungen, ist bei der Harnstofflösung mit pH-Wert 7 eine sehr starke Sauerstoffbildung feststellbar. 
Auswertung:

Ändert man den pH-Wert, so ändert sich auch die Tertiärstruktur des Proteins. Ursache ist die, mit der Änderung des pH-Werts verbundene Änderung der Konzentration an H+ -Ionen. Da das aktive Zentrum des Enzyms nur bei einem bestimmten pH-Wert optimal für das Substratmolekül ist, prägt sich in diesem Laborversuch bei etwa pH-Wert 7 eine starke Sauerstoffbildung aus.
Dieser pH-Wert ist typisch für das Enzym Urease.
Es liegt also ein Optimum, das pH-Optimum, vor. Das absolute Optimum erwarten wir bei einem pH-Wert von ca. 7,5. (siehe Diagramm nächste Seite)
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d) Abhängigkeit von der Substratkonzentration

Durchführung:

· 3 Reagenzgläser mit Harnstofflösung 1, 10 und 30%ig füllen.

· Zugabe von 3 Tropfen Phenolphthalein-Indikator.

· In jedes Reagenzglas 1 ml Enzymlösung geben und die Reaktion beobachten.

· Messen der Zeit von der Enzymzugabe bis zum Farbumschlag.

Beobachtung:
· Bei der Betrachtung der 1%igen Lösung stellt sich nach einer Zeit von etwa 10s der Farbumschlag ein.
· Beobachten man die 10%ige Lösung erkennt man den Farbumschlag bereits nach 6s.

· Bei der Aufnahme der Reaktionszeit für die 30%ige Harnstofflösung bleibt die Stoppuhr bei 5s stehen.

Auswertung:

Wie zu erkennen ist, sinkt mit der Konzentrationserhöhung des Substrats die Reaktionszeit bis zum Farbumschlag. Dies ist darin begründet, dass bei einer höheren Substratkonzentration eine größere Anzahl an Substratmolekülen zur Verfügung steht.

Somit findet eine schnellere Umsetzung des Substrats bzw. Anbindung an das aktive Zentrum des Enzyms statt.
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Tabelle1

		Lösung		1%		10%		30%

		Reaktionszeit		10s		6s		5s
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Tabelle1

		Reagenzglas		1		2		3

		Reaktionszeit [s]		20		25		0
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