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Sazetak

U okviru ovog rada proucavane su kinetike enzimskog djelovanja katalaze iz tkiva jetre
razli¢itih vrsta na vodikova peroksid (H202). Eksperimentalno su izmjere brzine raspada H20>
i podizanja filter papira, $to je koristeno kao indirektna mjera aktivnosti enzima. Na temelju
dobivenih podataka tri neovisna uzastopna mjerenja provedene su linearna (MS Excel) i
nelinearna (GraphPad Prism) regresija kako bi se odredili klju¢ni kineticki parametri:
MichaelisMentenina konstanta, Km i maksimalna brzina reakcije, Vm. Rezultati ovog
istrazivanja doprinose boljem razumijevanju funkcije enzima katalaze u razli¢itim vrstama te
mogu posluZiti kao osnova za usporedbu aktivnosti enzima i njezine varijacije medu vrstama.
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A4
SAZE TAK U okviru rada istrazivane su kinetike djelovanja enzima katalaze iz tkiva jetre razlicitih vrsta na vodikov peroksid (H20:) kao supstrat. Aktivnost enzima odredena je
mjerenjem brzine razgradnje H20: i podizanja filter papira kao indirektnog pokazatelja. Dobiveni podaci analizirani su linearnom i nelinearnom regresijom radi odredivanja kinetickih
parametara Michaelis-Mentenine konstante, K, i maksimalne brzine reakcije, V. Rezultati doprinose razumijevanju varijacija enzimske aktivnosti medu vrstama.

UVOD Enzimi su specifi¢ni proteinski biokatalizatori kou ubrzdva|u kemijske reakcije u zivim katalaza

skupina, a njihova aktivnost 2 HZOZ (aq) —_— 2 Hzo (l) + 02 (g)

ovisi 0 uv Jetlma poput temperatule pH i l\oncentmuje supbnata kfitalaza je vazan enzim iz skupine

oksidoreduktaza, prisutan u peroksisomima, osobito u jetri, gdje razgraduje vodikov peroksid na vodu i
kisik te §titi stanice od oksidativnog osteéenja.! Djelovanje enzima temelji se na vezanju supstrata u )

N N 2 .. . . s .. . . + —s —‘ +
aktivno mjesto (model klju¢-brava), pri ¢emu dolazi do promjene konformacije samog enzima i [

olak$avanja kemijske reakcije, nakon ¢ega se produkti oslobadaju, a enzim ostaje nepromijenjen.”
Enzim (E} Supstrat (S) ES kompleks Enzim (E)  Produkt (P)

Cilj rada:

Ispitati utjecaj porasta koncentracije vodikova peroksida (H.O:) kao supstratana brzinu djelovanja katalaze iz jetre E+S —— ES —— E+P
svinje,pileta i goveda te linearnom i nelinearnom regresijom odrediti kineticke parametre (K, i V,,). Takoder, ks k2

usporediti aktivnost enzima medu vrstama i analizirati moguce razlike i povezanosti kineti¢kih parametara. . . . . . )
Slika 1. Mehanizam djelovanje enzima na supstrate

— . (MATERIJALI I METODE R

1. Povecanjem koncentracije H.O. raste brzina reakcije do L . . L. .

DR . Istrazivanje je provedeno u Skolskom laboratoriju uz dostupni pribor i
postizanja maksimalne brzine ( . et e R ?

kemikalije analiti¢ke Cistoce. KoriSteni su fosfatni pufer (0.1 M, pH 7.,0),

vodikov peroksid razli¢itih koncentracija te ekstrakti svjeze jetre. Ekstrakti su
pripremljeni homogenizacijom jetre u puferu, razrijedeni i koriSteni za
impregnaciju filter papira.
Priprema fosfatnog pufera (izracun):

i izmedu ispitivanih

3. Postoje razlike u enzimskoj aktivnosti izmedu vrsta i pri istim
koncentracijama supstrata.

i V) razlikuju se medu vrstama. '3"
na korelacija izmedu pojedinih kinetickih J X H,PO, (aq) + H,O () HPO,* (aq) + H;0" (aq)
parametara katalaze iz razli¢itih uzoraka. Slika 2. Struktura govede atalaze* K,= 6,2 - 10 mol/L, pK,, = 7,207
[HzPOy]
REZULTATI I RASPRAVA PH =K, = log 557

Rezultati potvrduju da se povecanjem koncentracije vodikova peroksida povecava Tablica 1. Priprava vodenih otopina vodikova peroksida zadanih masenih udjela i
koncentracija iz komercijalnog 30%-tnog H.0. (1,11 g/mL, 9,8 M)

V (30% H,0,)/ V (H,0)/ V (ukupni)/ w(H,0,)/ c(H,0,)/

brzina reakcije do postizanja maksimalne brzine (7,), nakon ¢ega dolazi do zasi¢enja

mL mL mL % mol dm?3

D 7 993 1000 0,2 0,065

e 10 990 1000 03 0,098

17 983 1000 0,5 0,163

34 966 1000 1 0,326

02 04 06 67 933 1000 2 0,653

¢(H,0,) / mol dm™

Aktivnost katalaze odredivana je indirektno mjerenjem vremena potrebnog da
filter papir natopljen ekstraktom, uslijed nastajanja kisika, ispliva na povrSinu
IO LS divanje kinetickih parametara za katalazu otopine H-02. Mjerenja su provedena pri razli¢itim koncentracijama supstrata, u

Mentenine kinetike a Ha - Menteninim modelom — nelinearna regresija trinlikatu i pri sobnoi t turi. Dobiveni podaci obradeni .
DM FosAtmom putEral pH S . riplikatu i pri sobnoj temperaturi. Dobiveni podaci obradeni su u programima
Excel i GraphPad Prism*, a kineti¢ki parametri (K, i V,,) odredeni su linearnom i
nelinearnom regresijom. U linearizaciji Michalis-Mentenine jednadzbe se koristi

i) { A matt

Kineticki parametri dobiveni nelinearnom regresijom i Lineweaver-Burk linearizacijom Michaelis- N = B 5
ne kinetike raspada H,0, katalazom iz eks jetre razli¢itih organizama pri 25 °C u 0,1 M fosfatnom samo njena recipro¢na vrijednost.
puferu, pH 7 Vi [S] 1 Kn 1 1
=—— e —=_—— + —

Kineti¢ki parametri Vo K + [S] Vo Vo [S]
. GraphPad Prism podaci Lineweaver-Burk > 7 <
IZVOR ZAKLJUCAK

KATALAZE (nelinearna regresija) linearizacija

Uocene su razlike u brzini reakcije izmedu katalaza iz svinjske, govede i pilece

raspon K,/ mol dm3| K,,/mM | raspon V, /st |V, /s!|V,/s!| K,/ mM jetre pri razli¢itim, ali i pri istim koncentracijama supstrata, pri ¢emu svinjska i
goveda katalaza pokazuju vecu aktivnost od pilece. Analiza kinetickih parametara
svinjska jetra 0,1669 — 0,2419 200,8 0,2662-0,3106 | 0,287 | 0,2751| 183,8 pokazuje da se vrijednosti K, i ¥, razlikuju medu vrstama (najnizi K, — svinja,

najveci V,, — govedo), §to ukazuje na strukturne i funkcionalne razlike enzima.
Uoceno je da visi afinitet (nizi K,;) ne znaci nuzno i ve¢u maksimalnu brzinu
reakcije, odnosno ne postoji izravna korelacija izmedu kineti¢kih parametara
katalaze razli¢itih vrsta. Rezultati pokazuju da se aktivnost katalaze razlikuje
medu vrstama te ovisi o koncentraciji supstrata, a dobiveni podaci doprinose
razumijevanju enzimske kinetike i bioloske uloge katalaze.

pileéa jetra 0,1925 - 0,2501 2193 |0,08407 — 0,09408 |0,08883| 0,0888 | 220,7

PO el 0,2187-0,6188 356,7 | 0,2532-04296 | 0,319 | 0276 | 276,8
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