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1. Einleitung

a) Def: Gruppe von hochmolekularen Proteinen die]| als

biologische Katalysatoren das Muster chemischer Umsetz{ingen
bestimmen, indem sie durch Herabsetzen der Aktivierungsefergie
die Reaktionsgeschwindigkeit erh6hen.

b) Charaktere der Enzyme

— Beschleunigung der Reaktionszeit:

Die Katalysatorwirkung, die durch die Erniedrigung der
Aktivierungsenergie zustande kommt, beschleunigt bei einigen
Reaktionen den Reaktionsablauf sogar um’s Millionenfache. Viele
Reaktionen kdnnen nun leicht geschehen, die sonst in nicht mel3barer
Zeit ablaufen wirden.

— Spezifitat:

Substratspezifitat: Ein Enzym setzt nur ein bestimmtes Substrat um.
Gruppenspezifitat: Ein Enzym ist fur eine bestimmte funktionelle
Gruppe spezifisch, so dal} es verschiedene Substratmolekiile, die diese
Gruppe besitzen angreifen kann.

Wirkungsspezifitat: Ein Enzym katalisiert nur eine mogliche Reaktion,
wie ein Substratmolekil umgesetzt werden kann.

— Die Aktivitat regulierbar:

Dies geschieht sowohl durch Inhibitoren und Aktivoren als auch
durch Reaktionsbedingungen wie Temperatur und pH.

Diese Eigenschaften machen sie geradezu pradisziniert fur die
Regulation aller biologischen Funktionssysteme.

= grof3es Intresse und vielfaltiger Einsatzbereich
m grundsétzliches Verstandnis biologischer
Zusammenhange
= Verwendung in Medizin
= Produktion von Nahrungsmitteln
m Technologische Prozesse
= Analysemethoden
m Waschmittel
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c) Protein-Struktur

Primarstruktur

—Lineare Sequenz von Aminosauren, die durch Peptidbindungen
verknipft sind.

Zwitterion Aminosaure;

R R
HN —[— -~
2 COOH ~—— NH3+ | COO
H H
Zwitterion

Aminosauren besitzen zwei funktionelle Gruppen, und zwar eine
Aminogruppe und eine Carboxylgruppe, die mal3geblich die
chemischen Eigenschaften einer Aminosaure bestimmen.

Die Aminogruppe kann durch Aufnahme eines Protons als Base
fungieren, wahrend die Carboxylgruppe als Saurefunktion Protonen
abgibt.

In walriger Losung tritt deshalb ein Protonentbergang innerhalb des
Molekils auf, sodal3 Zwitterionen entstehen.

Es hangt von der Saure und Basestarke der Aminosaure ab, bei
welchem pH Wert die Aminosaure vollstandig als Zwitterion vorliegt.
Diesen pH -Wert nennt man isoelektischen Punkt.

Bildung einer Peptidbindung:

H| I:|I .l-r
' H
v H .o COOH + H0
Vs _ Synthese : A b/ g
N c—omm—N_H cooH e H N &
. ) Hydrolyse !J
0 ' Re

Ry Peptidbindung
Arninosdurns 1 Aminosdune 2 Dipeptid
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Bei der Synthese einer Peptidbindung reagiert die Carboxylgruppe der
einen Aminosaure mit der Aminogruppe einer anderen unter
Wasserabspaltung und bildet eine Dipeptid. Setzt sich dieser Vorgang
so fort, bildet sich ein Polypeptid.

Die Peptidbindung ist infolge einer Elektronendelokalisierung eben
gebaut . C und N liegen in einer Ebene wéahrend an den C-Atomen, an
denen die Reste sitzen freie Drehbarkeit zur Verfiigung steht.

Da Proteine jeweils eine freie Aminogruppe und Carboxylgruppe
besitzen ( N- und C- Terminus), haben sie eine Kklar definierte
Polaritat.

Sequenz und Anzahl der Aminosauren ist durch die Basensequenz der
DNA determiniert.

Die Primarstruktur bedingt Sekundéar-, Tertiar- und Quartarstuktur

Sekundarstuktur

Die Sekundarstruktur bezeichnet man durch
Wasserstoffbriickenbindungen bedingte spezielle Strukturen.

Sie mussen nicht unbedingt vorhanden sein, doch findet man sie oft,
besonders wegen ihrer zusatzlichen Stabilisierung in Proteinen.

—a- Helix :

Das Peptid bilded eine Helix durch intramolekulare
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen benachbarten und in der
Umgebung befindlichen Aminosauren.

— B-Faltblatt:

Zwischen Aminosauren unterschiedlicher Polypeptide bilden sich
intermolekular Wasserstoffbrickenbindungen, sodal3 ein Faltblatt
zustande kommt.
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o-Helix B-Faltblatt

Tertiarstuktur

—Spezifische Raumgestalt durch chemische Wechselwirkungen
zwischen den verschiedenen Aminosauren

Diese setzen sich zusammen aus:
e Kovalente Bindungen (Disulfidbindung)
e lonenbindung
e Schwache Wechselwirkung ( Wasserstoffbriickenbindung,
van der Waals Wechselwirkung)
Diese spezifische Raumgestalt eines Proteins ist immer vorhanden
(wenn auch nicht leicht vorhersagbar), und bestimmt die Funktion,
chemisches Verhalten und Aktivitat der Enzyme.

b NAD-binding domain of lactate dehydrogenase
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Quartatstruktur

— Struktur, die durch Wechselwirkungezwischen mehreren
Polypeptidketten eines Proteinmolekiils zustande kommt

Dies trifft zu bei komplexeren Proteinen, die meistens auch Uber
kompliziertere  Regulationsmechanismen verfligen, wie z.B.
Hamoglobin:

Hamoglobin (Quartarstruktur)
Hamoglobin ist aus 4 Polypeptidketten aufgebaut, von denen je zwei

identisch sind (&,2B).AufRerdem ist an jede Polypeptidkette ein
Porphyrinring (H&m) gebunden.
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d) Rontgenstrukturanalyse:

= Viele Strukturen von Proteinen durch Rontgenstrukturanalyse
aufgeklart

Rdéntgenbeugungsmuster einer
Strukturanalyse

Durch Auswertung des Beugungsmusters kann die Verteilung der
Elektronendichte des Molekulls erhalten werden, welches mit dem
molekularen Modell des Molekdls in Einklang gebracht werden muf3,
um die entgultige Struktur eines Molekils zu erhalten.

Enzyme zeichnen sich aus

m durch ein Aktives Zentrum (Substratbindestelle), an dem die
katalytische Umsetzung erfolgt

= manchmal durch die Assoziation mit Coenzymen:
Apoenzym (Enzymprotein) + Coenzym = Holoenzym

e durch die Wechselzahl, die die Aktivitdt eines Enzyms ausdrickt.
Diese gibt an, wieviele Substratmoleklle pro Minute von einem
Enzymmolekil umgesetzt werden.

= Stuktur bedingt - Funktion
- Aktivitat
- Spezifitat
- chemisches Verhalten der Enzyme
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2) Proteinbiosynthese
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Die Aminosaurensequenz des Proteins ist determiniert durch die
Nukleotidsequenz der DNA. Wahrend der Proteinbiosynthese wird
diese im Kern transkribiert in mRNA, die zu den Ribosomen wandert,
an denen die mRNA zu dem Protein translatiert werden.

> Transkription:

Genetische Information wird von DNA in RNA umgeschrieben
Die DNA-Polimerase findet den Start eines abzulesenden Gens und
nach Bindung l6st sich sie Uberstruktur der DNA auf worauf ein
ablesen bis zum Terminationsende stattfindet. Die entstandene mRNA
(Komplementar zur DNA) wird frei und verlaf3t den Kern.

> Translation:

Basensequenz der DNA/mMRNA wird in die Aminosaurensequenz des
Proteins tbersetzt.

Dies geschieht, indem die mRNA an Ribosomen (freie und zu dem
rauhen Endoplasmatischen Retikulum geh6hrend) bindet und
Aminosauren, die an tRNA gebunden sind, zu den Ribosomen
transportiert werden, wo die Knupfungen der Peptidbindungen nach
Muster der mRNA (Translation) erfolgt. Flr diesen Vorgang ist sehr
viel Energie erforderlich, die in Form von GTP (Guanosintriphosphat)
geliefert wird.
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Zusammefassend ist festzuhalten, das die Proteinbiosynthese

m katalytisch ablauft, dh flr die Regulation sind wiederum eine
Reihe von Enzymen verantwortlich.

m sehr energieverbrauchend ist

= und gefolgt ist durch posttranslationale Modifikationen, welche
erst das Propeptid zum funktionellen Enzym umwandeln
(darunter fallen Splitting von Peptidstiicken, chemische
Modifikation von einzelnen Aminosauren durch Acetylierung
oder Phosphorylierung und die Assoziation mit Coenzymen)

Versuch 1: DNA-Praparation

Durchfiihrung:

B 5g Gurkenkeimlinge im Mdrser mit Quarzsand und 10ml CTAB
Extraktionspuffer (2% CTAB; 1.4M NaCl; 100mM Tris-HCI,
0,2% p-Mercaptoethanol; pH 8.0,vorgewadrmt auf 60°C)
aufschlief3en

Pflanzenhomogenat 30 min bei 60°C inkubieren

Gemisch mit 15ml Chloroform versetzen und 10min  schutteln
Zentrifugieren (10min bei 5000q)

Uberstand (waRrige Phase) abnehmen und mit 2 Volumen-
anteilen Ethanol Gberschichten
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B An der Grenzschicht Ethanol/wal3rige Phase féllt fadige DNA aus,
die durch gleichmaRiges RUhren mit einer Pasteurpipette
aufgewickelt werden kann

Alle molekularbiologischen Methoden (besonders auch Enzymologie)
erfordern an der einen oder anderen Stelle die Isolation von DNA.

3) Wirkungsmechanismen
-Modellvorstellungen

1. Enzym-Substrat Theorie

( Michaelis und Menten 1913)

r—
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Ein freiesSubstrat bindet an ein aktives Zentrum eines Enzyms. Der
gebildete Enzym-Substrat Komplex durchlauft einen aktivierten
Ubergangszustand, in dem die Verarbeitung des Substrat stattfindet.
Die Produkte werden frei und das Enzym kann erneut ein Substrat
binden.
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2. Spezifitdt des Enzym-Substrat Komplex

Schlissel-SchlolR Prinzip
(Emil Fischer 1894)

ES:Komplex

Anpassungstheorie (induced fit)
(Koohland 1958)

Subsires

—Schlussel-Schlofl3 Prinzip

Das aktive Zentrum ist als eine starre praforierte Matrix zu verstehen,
an der sich ein solches Substrat anlagert, das so hineinpasst, wie ein

Schlissel in ein Schlof3.

— Anpassungstheorie (induced fit)
Diese Theorie ist ist die modernere und mehr zutreffendere.

Enzym und  Substrat

aktiven Zentren fuhren.
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4) Katalysatorwirkung von Enzymen

Aktivierungsenergie
ohne Enzym

Energie-
inhalt ‘_

Aktivierungsenergi
mit Enzym,. - -~

B

Energieinhalt der
Ausgangsstoffe A +
e

bei der Reaktion
| freigesetzte

mit Enzym
Energie AG

ohne Enzym
als Katalysator

& Katalysator

Energieinhalt der
Endprodukte C+D

Reaktionsablauf

Bei einer enzymatisch Katalisierten Reaktion wird das
Reaktionsgleichgewicht der Reaktion nicht verschoben und die
Energieinhalte derEdukte und Produkte nicht verandert.

Nur die Gibbsche freie Aktivierungsenergie wird erniedrigt, so dal} die
Hin- und Ruckreaktion um den selben Faktor beschleunigt wird, also
die Einstellung des Gleichgewichts schneller geschienht.

> Herabsetzung der Aktivierungsenergie

Durch Bildung eines kurzlebigen Enzym-Substrat Komplex,

der Bindungspartner viel ndher zusammenbringt, wird das Substrat
durch Bindung aktiviert, sodal3 die Aktivierungsenergie fir die
gesamte Reaktion erniedrigt wird.

Dies hat eine Erhdhung der Reaktionsgeschwindigkeit zur Folge.
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Versuch 2: Peroxidase-Luminoltest

Versuchsdurchflhrung:

Je 2 ml von Substrat 1 und 2 werden in ein Reagenzglas tberfthrt
(genauer Inhalt ist nicht bekannt, da dieser Test patentiert ist. Doch
Losungen, die getrennt aufbewahrt werden mussen, enthalten einen
Puffer mit alkalischen pH-Wert, Wasserstoffperoxid und Luminol).
Anschlie3end werden fli0einer Peroxidase-Losung hinzugegeben.

Die Reaktionsmischung sendet eine blaue Lumineszenz im
abgedunkelten Raum aus.

Reaktionsgleichung:

O O

N—H o
HO 5 + N +light

N—H Peroxidase

NH; NH,

Luminol

Diese Reaktion findet weite Anwendung in der chemischen Analyse.
Durch die Oxidation von Luminol mit Wasserstoffperoxid/ Peroxidase

in Alkalischem Milieu, katalysiert durch das Enzym Peroxidase, wird
Luminol in einenangeregten Zustand versetzt. Beim Ubergang in den
Grundzustand sendet es dann eine chemische Lumiseszens aus, die als
blau emittiertes Licht sichtbar wird {,= 428nm).

Das blaue Licht kann mit einem lichempfindlichen Film detektiert
werden.
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5. Enzymkinetik
V3 Enzymatische Spaltung der Starke mio-Amylase

Starke, die osmotisch unwirksame Speicherform der Glucose in
Pflanzen, besteht aus Amylose und Amylopektin. Wahrend Amylose
die Struktur einer langen unverzweigten Schraube besitzt, die aus D-
Glucose-Molekiilen aufgebaut ist, diel-4 glucosidisch miteinander
verknipft sind, weil3t Amylopektin zuatzlich Verzweigungen auf, die
durch «a-1-6-glycosidische Bindungen zustande kommen. Nur
Amylose ist in heiliem Wasser l6slich.

Das Enzyma-Amylase spaltet Amylose durch Hydrolyse bis zu
Maltoseeinheiten.

Durchfiihrung:

100ml 1%ige Starkelosung werden unter standigem Ruhren mit 2ml
1%iger Amylase-Losung versetzt. Um den Reaktionsverlauf
festzuhalten, werden alle 15sec 1ml der Reaktionslésung dem
Reaktionsgefald entnommen und einer verdinnten lod-Kaliumiodid-
Losung zugegeben. Nach ca. 2 min sollte die Reaktion abgeschlossen
sein und keine Starke im Reaktionsgefald mehr nachweisbar sein.

Die vorher entnommenen Proben ergeben eine Farbskala von tiefblau
bis schwachviolett bis hellgelb, die eine Abnahme der
Starkekonzentration mit der Zeit darstellt.

Nachweis der Starke Jod- Starke Komplex
= Einlagerung von Jod in schraubiges Starkemolekdil

Chemie in der Schule: www.chids.de



Reaktionsgleichung:

HO
Amylose > H

\ ‘ OH
o} HO H OH

Ablauf der Reaktion:

= Hydrolyse erfolgt im Inneren der Makromolekiile unter Retention

der Konfiguration
= Verlangerung der Lichtabsorbtion deren Maximum infolge der

klrzeren Ketten nach kirzeren Wellenlangen verschoben ist
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Enzymkinetik
- Charakterisierung von Enzymen (Michaelis Menten Modell)

Enzymreaktionen zeigen einen charakteristischen Verlauf:

Wachsende Produktkonzentration mit Zunahme der Zeit:

=

[&3

Mif3t man die Katalysegeschwindigkeit (V)( Anzahl der pro Sekunde

entstehenden Molekille des Produkts) bei unterschiedlichen
Konzentrationen des Substrat aber konstanter Enzymkonzentration,
ergibt sich folgender Zusammenhang:

V= Katalysegeschwindigkeit

Vmax= Maximale Katalysegeschwindigkeit
S= Substratkonzentration

km= Michaelis-Konstante
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Bei einer konstanten Enzymkonzentration steigt
Reaktionsgeschwindigkeit mit wachsender Substratkonzentration an,
bis maximale Geschwindigkeit erreicht ist (Sattigungseffekt).

Zu diesem Zeitpunkt sind alle katalytisch aktiven Zentren von Substrat
besetzt.

Die halbe Vmax bestimmt km, die Michaeliskonstante, welche ein
Mal3 fur die Affinitat eines Enzyms zum Substrat darstellt.

Ein hoher Km-Wert bedeutet, da3 eine hohe Substratkonzentration
erforderlich ist, um eine %2 Vmax zu erreichen, d.h. das Enzym besitzt
eine geringe Affinitat zum Substrat.

Michaelis -Menten Modell:

Diesen Zusammenhang haben Michaelis und Menten néher betrachtet
und eine mathematische Formel gefunden. Sie geht von folgendem
Modell aus:

k1l k3

E+S=—"[ES]>E+P

k2

Enzym und Substrat bilden mit einer Geschwindigkeit k1 ein Enzym-
Substrat-Komplex. Dieser hat die Moéglichkeit, entweder mit k2 in E
und S zurlick zu zerfallen oder sich mit k3 in Produkt und Enzym
umzuwandeln.

Die Verbindung von Katalysegeschwindigkeit mit Substrat und
Enzymkonzentration und Geschwindigkeiten der Einzelschritte ergibt
folgende Formel:

[S]
V =Vmax: ------------
[S] + km

km = Michaelis-Menten Konstante: Substratkonzentration bei der die

Reaktionsgeschwindigkeit die Halfte ihnres Maximalwertes erreicht
(Charakterisierung der Enzym-Substrat-Affinitat)
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Diese Formel beschreibt mit km das Verhalten eines Enzyms

mathematisch. So kénnen die fur Enzyme charakteristischen Werte
berechnet werden, die sonst nur durch aufwendige Versuche bestimmt
werden koénnen.

Modifikation:
Modell von Lineweaver und Burk:

Diese veranderte Schreibweise (im Gegensatz zu Michaelis Menten)
hat den Vorteil, dal3 keine Kurve sondern eine Gerade entsteht, die
beide Koordinaten schneidet, so dal} eine exaktere Bestimmung von
Vmax und km mdglich ist.

6. Enzyminhibitoren

Es gibt verschiedene Einteilungsmdglichkeitdir Inhibitoren.
Beispiele sind:

a) Reversibel- Irreversibel

b) Kompetitiv - nicht kompetitiv
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- kampatitiver Inhibitos 'x_ Substrat .,

if‘_‘xh...l l;f,.-—-u} I{-I,x"'“x\. n.chtli:‘il;r;ﬂilriixjm .f,,---—w1 ¥ — \
| L ' o '.
| ¢ | » Y |
p 1 Enzym X Enzym
- PR eTe ™ _ s o
Kompetitiver Inhibitor Nicht-kompetitiver Inhibitor
Bgrol3e chemische Ahnlichkel Inhibitor und Substrat kdnnen
mit dem Substrat gleichzeitig am Enzym an ver-
W tritt mit Substrat am aktiven schiedenen stellen binden
Zentrum in Konkurrenz M erniedrigt Aktivitdt des Enzyms

Bvermindert Katalysegeschwin- durch Veranderung der Struktur
digkeit durch Blockade de@Inhibitor l&Rt sich nicht durch
Aktiven Zentrums Erhéhung der Substrat-

Bmkann durch Erh6hung der konzentration ausschalten
Substratkonzentration
aufgehoben werden (z.B.Me-
thanolvergiftung mit Ethanol-
tberschul?)

—" + inhibitor

—Veranderung vom km —Veranderung von Vmax
(Affinitat) (Umsatzrate)

Chemie in der Schule: www.chids.de



V4 Kompetitive Hemmung der Carboanhydrase

Carboanhydrase im menschlichen Korper:
H Lungen- und Gewebekapillaren

B Magen

B Glomeruli der Nieren

=CO,-Transport bzw. Austausch

Reaktionsgleichung:
Carboanhydrase

G®H,0 — HCO;+H"

Ihgl + H = HInd gelb

Durchftihrung:

Drei verschiedene Reaktionsgemische werden vorbereitet:
Substanzen 1. 2. 3
5ml Phenolrot + + +
5ml NaCOs/ NaHCG-Puffer + + +
30ml CQ-gesattigtes Wasser + + +
0,1ml Toluol-4-sulphonamid-Losung +

0,1ml Carboanhydrase-L6sung + +

Das CQ-gesattigte Wasser wird zuletzt zugegeben und man
beobachtet den unterschiedlichen Zeitpunkt der Verfarburg der
verschiedenen Gemische.

Chemie in der Schule: www.chids.de



Wirkungsmechanismus der Carboanhydrase:

Im aktiven Zentrum sitzt ein Zfr lon, welches als Ligand
Wassermoleklle anlagern kann. Durch Abspaltung eines Protons, daf3
vom Protein abgefangen wird, entsteht eine Lewis-Base.

Das in die Vertiefung passende £@ird mit Hilfe des ZA*-lons
eingepaldt, so dal3 ein nucleophiler Angriff auf das C-Atom durch die
Lewis-Base erfolgen kann. Die resultierende Kohlensaure dissoziiert
schnell und wird von einem neuen®Molekil abgeldst.

Hemmung der Carboanhydrase durch Sulfonamide
z.B. Toluol-4-sulfonamid

)

e
HaC S—N,

|7,

'e) H

Modell einer kompetitiven Hemmung:

B Sulfonamid verdrangt COund HO am aktiven Zentrum

B Toluolrest hindert sterische Anlagerung des Substrats an das aktive
Zentrum

=» Toluol-4-sulphonamid wird als Arzneimittel angewandt
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6) Abhangigkeiten Enzymatischer Umsetzungen

Versuch 5: Kinetische Optimum einer enzymatischen Katalyse

=» Abhéangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Temperatur
am Beispiel der Milcheiweisspaltung durch Trypsin.
Dieses Beispiel eignet sich besonders gut deshalb, da der
Reaktionsverlauf leicht sichtbar ist durch eine Verschiebung des
pH-Wertes und eine Aufklarung der LOosung, wie spater erklart
wird.

Durchflhrung:

200ml Magermilch werden mit NaOH auf einen pH-Wert von 9
eingestellt und mit soviel Phenolphthalein versetzt, bis die Emulsion
eine deutliche Rosafarburg aufzeigt.

Diese wird dann gleichmalRig auf 4 Demonstrationsreaganzglaser
verteilt, die dann in die jeweiligen Reaktionsbedingungen gebracht
werden:

1. Eisbad

2. Wasserbad T= 35°C

3. Raumtemperatur

4. Raumtemperatur (aber spater ohne Enzym)

Ist entsprechende Temperatur erreicht worden, werden je 2ml einer
2% Trypsin-Losung hinzugefligt und der Reaktionsverlauf im
Vergleich beobachtet.

Beobachtung:

Die Reaktionsmischung mit T= 35°C verandert (Verschwinden der

Rosafarburg, Aufklaren der Losung) sich am schnellsten, wogegen die
im Eisbad fast keine Anderung zeigt. Bei Raumtemperatur zeigt sich
eie langsame Reaktion.
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Reaktionsgleichung:

H Q H O H D H D H y H D
To sprsin
vl —C—C—MN—C—C —N—C—Cornn 4+ Hy0 —/% a0 N—L— HN—(— [
H B H H R, H R H 0 R,
Lysin Ly=in-
ookEr gHIH
Arginin Arginin-
rast |
Ergebnis:

Trypsin spaltet Polypeptidketten hochspezifisch auf der Carboxylseite
von Arginin und Lysinresten.

Dadurch werden die Casein- Micellen, die die weil3e Farbe und
Undurchsichtigkeit der Milch bedingen, durch Trypsin hydrolisiert
und in kleinere Spaltprodukte zerlegt, die wegen geringer Gréf3e und
hoherer Ladungszahl gut wasserldslich sind.

Dadurch klart sich die Lésung auf und der pH-Wert verschiebt sich
von basisch nach sauer wegen Aufldsung der Peptidbindung und
damit freiwerdenden Amino und Carboxylgruppen.

Die Temperaturabhangigkeit ist Ergebnis von zwei entgegengesetzt
wirkenden Einflissen:
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Der Einflul auf die Enzymaktivitat hangt davon ab,

=» dald im unteren Temperaturbereich die Reaktionsgeschwindig-keit
nach der RGT- Regel (eine Zunahme von 10°C bedingt eine
Verdopplung der Reaktionsgeschwindigkeit) zunimmit.

= dall es bei hoheren Temperaturen durch Hitzedenaturierung
(Sekundar und Teriarstruktur geht verloren) zu einer
Inaktivierung des Enzyms kommt.

= Dadurch liegt dasTemperaturoptimum bei den meisten Enzymen
bei 30-50°C.

Versuch 6: pH- Optimum einer Enzymatischen Katalyse

=» Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit vom pH-Wert bei der
H,O,-Zersetzung der Katalase

Funktion der Katalase in tierischen und pflanzlichen Zellen:
Beseitigung des schadlichen Stoffwechselnebenproduktes
Wasserstoffperoxids in Peroxisomen, Glyoxisomen und Chloroplasten
Reaktionsgleichung:

Katalase

2H202 —> 2H20 + ()2

Versuchsaufbau:
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Durchfthrung:
Eine 1%ige Wasserstoffperoxidlosung wird mit Phosphatpuffer

angesetzt und auf drei verschiedene pH-Werte eingestellt (pH=4,5;
pH=7; pH=9,5). In die Spritzen werden je 10ml einer 1%igen
Katalase-Losung gegeben, welche gleichzeitig durch die Kanilen in
die Reaktionsgefalie gegeben werden.

Beobachtung:
Gasentwicklung (Sauerstoff) setzt sofort ein, nur in den verschiedenen

Reaktionsgefalen unterschiedlich schnell, und zwar am heftigsten bei
dem, mit pH=7.

Ergebnis:
Der Einflu3 auf Enzymaktivitat beruht darauf, dal3 Enzyme haben auf

der Oberflache zahlreiche ionisierbare Gruppen (Proteinnatur) haben.
Durch eine Veranderung des pH-Wertes kommt es Ladungs-
veranderung, wodurch die Bindungskrafte am aktiven Zentrum
beeinflul3t werden, so dald Substrat und Enzym weniger komplementar

zueinander sind.
Der isolelektischer Punkt ist derjenige pH-Wert, bei dem die Summe

der Einzelladungen null ist.

= Das pH-Optimum der meisten Enzyme liegt bei neutral bis
schwachsauer. Eine Ausnahme bilden die Verdauungsenzyme

(Pepsin mit plgh.=1, Trypsin mit pH,.=9).
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7) Quantitative Analyse mit Enzymen

Versuch 7: Alkoholbestimmung mit Alkoholdehydrogenase
(ADH)

Dieser Versuch findet vielfaltige Anwendungen sowohl in der Praxis
(Alkoholkonzentration im Blut), als auch im wissenschaftlich-
demonstrativen im Bereich der Enzymkinetik.

Durchfthrung:

In zwei 3ml Klventten werden je

e 0,5ml 0,06M Diphosphatpuffer (pH=8,8)

e 1ml 0,6mM Nad+

e 1ml 0,3M Ethanol

e 0,5ml 0,01M Phosphatpuffer (einmal mit Enzym, einmal ohne)
gegeben und nach kalibrieren mit der Blindprobe die Absorption mit
einem Photometer bei der Wellenlange= 340nm gemessen.

Reaktionsgleichung:

H
H H
ADH o
H C ——oy +NADF —— B
¢ OH -« " c —c 7 +NADH+H*
\H
H
H H
Ethanol Ethanal

NADH (Nicotinamidadenindinucleotid) absorbiert ei 340nm
NAD *# 340nm

=» Die Konzentration des Ethanols kann mit Hilfe der Zunahme der

Extinktion (Zunahme von NADH) beil=340nm bestimmt
werden.
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Reduktion des NAD

= CONH,
‘ + H+25 —
\ + -«
R
NAD"
Auswertung:

Bestimmung der Ethanolkonzentration:

E=¢-c-d (Gesetz von Lambert und Beer)

¢ = Extinktionskoeffizient von NADH = 6200md&tnt
¢ = Konzentration von NADH = Konzentration von Ethanol
d = Durchmesser (Lichtweg) der Klivette = 1cm

E=0,73
0,73 mol
C =~ o
6200 I

c= 1,1710* mol I'*
Umrechnung in Promille:
c= 1,1710* mol I'* - 46g mot*

c =5,410%g ' = 5,4 Promille
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