Uloha 10 — Analytické vyuziti enzymii.
Princip ulohy

jména:
obor: datum provedeni:
neznamy vzorek mocoviny pro kvantitativni analyzu
ab cde fgh (zakrouzkujte)
prilohy protokolu:

graf (kalibracni pfimka pro stanoveni koncentrace amonnych ionti Nesslerovym ¢inidlem)
graf (zavislost % konverze mocoviny na dobé enzymové reakce)

OKRUHY K PRIPRAVE

Ureasova reakce, princip stanoveni koncentrace mocoviny. Lamberttiv-Beertiv zakon. Chemické vypocty.

PRINCIP ULOHY

A. Stanoveni koncentrace moc¢oviny pomoci ureasy.

Ureasa (karbamid-amido-hydrolasa) je substratové vysoce specificky enzym katalyzujici hydrolyticky
rozklad mocoviny za vzniku oxidu uhli¢itého a amoniaku:

H,O
H>N-CO-NH> — CO; + 2 NH;

Ureasa se vyskytuje v rostlinach a mikroorganismech, u vyssich zivocichti nebyla nalezena. Pomoci ureasou
katalyzované reakce lze stanovit mnozstvi mo€oviny ve vzorku jako mnozstvi vznikajiciho amoniaku.
Podminkou je, aby reakce probihala dostate¢né dlouhou dobu tak, aby doslo k ustanoveni rovnovahy mezi
mocovinou a produktem. Pro stanoveni koncentrace mo¢oviny v neznamém vzorku je ov§em nejprve nutné
zjistit, jaky je stupen konverze mocoviny v reakci.

Amoniak uvolnény ureasovou reakci lze stanovit bud'to titraéné, anebo fotometricky po jeho reakci
s Nesslerovym ¢inidlem (tetrajodortutnatanem):

NH," + 2 Hgl/ + 4 OH — NH>l.Hg:O + 71" + 3 H:O

Vznikly reakéni produkt méa absorpéni maximum pii vinové délce 436 nm. Jako standard pro stanoveni
koncentrace amonnych iontli 1ze pouzit siran amonny, ktery poskytuje dva amonné ionty stejné jako rozklad
mocoviny, stechiometrie je tedy 1:1.

Stanoveni koncentrace mocoviny v télnich tekutindich ma vyznam pro posouzeni funkce ledvin (denni produkce
mocoviny u ¢loveéka je 20 - 25 g). U zdravého jedince je koncentrace mocoviny v krevnim séru v rozmezi 2,5 - 8,3
mmol/l.

Stanovujeme-li aktivitu enzymu, je potfeba pracovat za podminek nasyceni enzymu substratem — v reakéni
smesi musi byt nadbytek substratu. V opacném ptipadé, kdy stanovujeme mnoZzstvi substratu, je naopak
vhodnéjsi pracovat za podminek nadbytku enzymu v reakéni smési — urychli se tak pribéh konverze
stanovovaného substratu na produkt.



Uloha 10 — Analytické vyuZiti enzymii
Prakticka cast A. Stanoveni koncentrace mocoviny pomoct ureasy.

PRAKTICKA CAST A.
Stanoveni koncentrace mocoviny pomoci ureasy.

Material a vybaveni:

standardni roztok siranu amonného (0,1 mmol.I"!)

standardni roztok moc¢oviny (20 mmol.I"")

roztok mocoviny o neznamé koncentraci

0,1 mol.I"! fosfatovy pufr pH 7,0

ureasa - 1 % roztok v 30 % ethanolu

Nesslerovo ¢inidlo (roztok tetrajodortutnatanu draselného v hydroxidu sodném)
zkumavky, pipety, davkovace, stopky, temperovand vodni ldzen, fotometr

Nesslerovo €inidlo je toxické - pracujte se zvysenou opatrnosti!

Postup:

Sestrojeni kalibracni zavislosti pro stanoveni koncentrace amoniaku:

Nachystejte si sadu 6 zkumavek, které dikladné vyplachnete destilovanou vodou. Podle tabulky pfipravte
sadu Sesti roztokll o celkovém objemu 5 ml a znamé koncentraci siranu amonného k sestrojeni kalibrac¢ni
primky (zkumavky 1-6). Zkumavka €. 1 siran amonny neobsahuje, proto se pouzije jako slepy vzorek.

pipetovany objem vypoctena vypoctena
zkungavka 0,1 mmol.l"! roztok destilovana voda ¢ (NH4)2S04 ¢ NH4" Asze
' (NH4)2SO;4 [ml] [ml] [mmol.I"!] [mmol.1"!]
1 0,0 5,0 0,00 0,00 0,000
2 1,0 4,0
3 2,0 3,0
4 3,0 2,0
5 4,0 1,0
6 5,0 0,0

Do vSech zkumavek pipetujte 0,2 ml Nesslerova ¢inidla. Obsah zkumavek promichejte na vortexu a po
10 minutach stani pfi laboratorni teploté¢ zméite absorbanci vzorkt pii vinové délce 436 nm proti slepému
vzorku €. 1 (roztoky po méfeni vracejte do zkumavek) a vysledky zapiste do tabulky. Pfesahne-li absorbance
nékterého z roztokti hodnotu 0,8 (nad touto hodnotou jiz neni zavislost absorbance na koncentraci linearni
a neplati Lambert-Beertiv zdkon) pfipravte pfislusny roztok znovu, ptipadné bod z kalibrace vynechate.

Stanoveni koncentrace mocoviny ureasovou reakci:
Pripravte si sadu 14 oznacenych zkumavek — pipetujte do kazdé 0,2 ml Nesslerova Cinidla.

Pripravte si dalsi dvé ¢isté zkumavky: do prvni z nich pipetujte 2 ml standardniho roztoku mocoviny a 1 ml
fosfatového pufru, do druhé 2 ml neznamého roztoku mocoviny a 1 ml fosfatového pufru. Zkumavky
oznacte a nechejte vytemperovat v termostatu na teplotu 30 °C. Poté v nich startujte enzymovou reakci
ptidavkem 1 ml roztoku ureasy: smés dikladné promichejte na vortexu, zkumavky vrat'te do termostatu
a zapnéte si stopky.

V casovych intervalech 5, 10, 15, 20 a 25 minut proved'te vzdy dva paralelni odbéry pouze ze vzorku se
standardnim roztokem mocoviny a v ¢ase 30 minut provedte dva paralelni odbéry ze vzorku se
standardnim i neznamym roztokem mocoviny: reakéni smés vzdy promichejte a odpipetujte 50 pl smési
do zkumavky s Nesslerovym c¢inidlem (ukonéi enzymovou reakci). Vzorky promichejte, po 10 minutach
stani pii laboratorni teploté¢ k nim pridejte 4,95 ml vody (co nejptesnéji — zdroj chyb), opét promichejte
a zméite absorbanci vzorki pfi vlnové délce 436 nm proti slepému vzorku (slepy vzorek pfipravte
smichanim 5 ml vody a 0,2 ml Nesslerova ¢inidla).
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skumavka &. 50 pl reakvcm' smesi (se stz}nd?rdmm yzorkem A O Ausc
mocoviny) odebrané v Case: [min]
1,2 5
3,4 10
5,6 15
7,8 20
9,10 25
11,12 30
skumavka €. 50 pul re:ilkcr}l smesi (s ne,znzvlmy.m V;orkem Ause O Ausg
mocoviny) odebrané v ¢ase: [min]
13, 14 30 |
Vyhodnoceni:

Srovnanim absorbance standardniho a neznamého vzorku po uplynuti 30 minut (s obéma vzorky se
pracovalo stejnym postupem) vypoctéte koncentraci mocoviny v neznamém vzorku (v obou ptipadech
predpokladejte stejné % konverze mocoviny — tedy ho pii vypoctu neberte v ivahu):

c= mmol.I"!

Vypocitejte koncentrace siranu amonného a amonnych iontd ve zkumavkach ¢. 2-6, vysledky dopliite do
tabulky v ¢asti Postup. Sestrojte kalibra¢ni graf (zavislost Asszs na koncentraci amonnych iontd ve
zkumavce).

Vypocitejte teoretickou koncentraci amonnych ionti v reakéni smési obsahujici standardni vzorek
mocoviny na konci reakce v ptipadé 100 % konverze moc¢oviny na amoniak (vezméte v iivahu stechiometrii
ureasové reakce):

c= mmoll!

Dale vypocitejte teoretickou koncentraci amonnych iontd ve vzorku, ktery vznikl zftedénim reakéni smési
obsahujici standardni vzorek mocoviny vodou (fedéni Nesslerovym cinidlem neberte v tivahu):

= -1
c= mmol.l

Z kalibracni zavislosti pro stanoveni koncentrace amonnych iontl zjistéte absorbanci (A4ss) odpovidajici
této koncentraci amonnych iontil, ¢imz ziskate absorbanci odpovidajici 100% konverzi mocoviny:
Agze =

Srovnanim absorbanci standardniho vzorku mocoviny stanovenych v riznych cCasovych intervalech
s hodnotou absorbance odpovidajici 100% konverzi mocoviny vypoctéte skute¢né % konverze mocoviny

v pribéhu enzymové reakce.

Dale sestrojte graf zavislosti % konverze mocoviny na dobé enzymové reakce.

Doba ureasové reakce: [min] | konverze mocoviny [%]
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Kontrolni list.

KONTROLNI LIST

jména:
obor: datum provedeni:
neznamy vzorek mocoviny pro kvantitativni analyzu
abcdefgh (zakrouzkujte)
ULOHA 10A
zkumavka €. 1 2 3 4 5 6
Ause 0,000
podpis vedouciho cviceni:
y 50 ul reakéni sméesi (se standardnim vzorkem
zkumavka ¢. .. A . Asz6
mocoviny) odebrané v ¢ase: [min]
1,2 5
3,4 10
5,6 15
7,8 20
9,10 25
11,12 30
skumavka &. 50 ul re%kcr}l smesi (s neznimym Vgorkem Ause
mocoviny) odebrané v ¢ase: [min]
13, 14 30 |

podpis vedouciho cviceni:



