Speurtocht naar nieuwe enzymen
les 7 t/m les 9

De testreactie

Als alles goed gegaan is hebben jullie nu de beschikking over een gekoelde ‘sap’ met daarin hopelijk het enzym fosfatase. Een klein beetje van het sap gaan jullie gebruiken voor de testreactie. 

Materiaal voor de testreactie
stoffen

natriumacetaattrihydraat (NaCH3COO.3H2O)
ca. 8,1 gram

ijsazijn (zuiver azijnzuur = CH3COOH)

ca. 1,9 mL

demi-water

dinatrium-p-nitrofenylfosfaat


ca. 73 mg

natriumcarbonaatdecahydraat (Na2CO3.10H2O)
ca. 9,7 gram

natriumwaterstofcarbonaat (NaHCO3)

ca. 6 gram

pH indicatorpapier
andere materialen (glaswerk)
waterbad (37ºC)

maatkolf 1L, 100 mL en 200 mL
voldoende reageerbuizen en erlenmeyers/bekerglazen

pipet waarmee 0,5 tot 2,5 mL (of 5 mL) is af te meten
(Evt. UV-VIS spectrofotometer (filter 440 nm) + cuvetten)

Methode voor de testreactie

Denk aan de normale veiligheidsmaatregelen! Witte jas, bril enz.!

1. Zet het waterbad op 37ºC en laat het op temperatuur komen. (Waarschijnlijk staat dit al klaar in het lokaal).
2. Maak een acetaat buffer van pH 5,0. Waarschijnlijk staat deze bufferoplossing voor jullie klaar.

(een buffer is een oplossing waarvan de zuurgraad vrij constant blijft. Dit is belangrijk om het enzym actief te houden). Doe dit als volgt:
Weeg 8,1 g natriumacetaattrihyraat af

Breng dit over in een maatkolf van 1L

Meet 1,9 mL ijsazijn af en voeg dit toe aan de maatkolf. Doe dit samen met de TOA of docent. IJsazijn is gevaarlijk. 

Vul de maatkolf met demi-water aan tot 1L

Meet met een pH papiertje de zuurgraad. Deze zou pH 5 moeten zijn.

Dit is ruim voldoende voor het experiment. Je kunt dit ook met een ander groepje delen. Met meer verdund azijnzuur kun je ook een kleinere hoeveelheid buffer maken. Je hebt voor een normaal experiment ca. 125 mL buffer nodig.

3. Maak een carbonaat buffer van pH 10,0. Waarschijnlijk staat deze bufferoplossing al klaar.

(bij hoge pH wordt het enzym uitgezet en krijgt p-nitrofenol zijn gele kleur)

Weeg 9,7 g natriumcarbonaatdecahydraat (kristalsoda) af

Breng dit over in een maatkolf van 200 mL

Weeg 6 g natriumwaterstofcarbonaat (zuiveringszout) af en doe dit ook in de maatkolf

Vul de maatkolf met demi-water aan tot 200 mL

Meet met een pH papiertje de zuurgraad. Deze zou pH 10 moeten zijn.

Dit is genoeg buffer voor 10 metingen. Heb je meer nodig, dan zul je meer buffer moeten maken.

4. Maak een standaardoplossing van het dinatrium-p-nitrofenylfosfaat

Weeg op een nauwkeurige balans 73 mg dinatrium-p-nitrofenylfosfaat af

Breng dit over in een maatkolf van 100 mL

Vul de maatkolf aan tot 100 mL met demi-water

De oplossing zou kleurloos moeten zijn!

5. Maak een algemene blanco

Meng in een reageerbuis 5 mL standaardoplossing met 2 mL acetaatbuffer

6. Maak je enzymoplossing(en)

Meng per bron in een reageerbuis 5 mL standaardopl. met 2 mL van je enzym ‘sap’

7. Maak je ‘sap’blanco

Meng per bron in een reageerbuis 5 mL acetaatbuffer met 2 mL van je enzym ‘sap’

Zorg dat je je reageerbuizen voorzien hebt van een sticker of dat je met viltstift duidelijk hebt aangegeven wat er in zit!

8. Zet de reageerbuizen in het waterbad van 37ºC. Start de stopwatch.

9. Zet kleine erlenmeyers (of bekerglaasjes) klaar met 20 mL carbonaatbuffer

10. Neem na 15 minuten per reageerbuis een monster van 0,5 mL en voeg dat toe aan een erlenmeyer met carbonaat. Als er fosfataseactiviteit is geweest dan is het monster geel geworden.
11. Vergelijk de ‘sap’ monsters met de blanco’s.
12. (In overleg met je leraar: meet de absorptie van ieder monster in een UV-VIS spectrofotmeter bij 440 nm. Gebruik de acetaatbuffer als referentie. Dit geeft een maat voor de geelkleuring en dus voor de enzymactiviteit.)
13. Vergelijk je resultaten met je klasgenoten.

Verdieping

· Zoek uit of jullie de meeste actieve fosfatase oplossing van de klas hebben.

· Voer de proef uit zoals hierboven beschreven maar zorg dat en meteen voldoende erlenmeyers met carbonaat-buffer klaar staan om snel metingen te kunnen verwerken. Zorg ook voor een timer.

· Start de tijd als je de enzymoplossing toevoegt aan de standaardoplossing met p-nitrofenylfosfaat.

· Neem om de twee minuten een sample van 0,5 mL van het enzym/standaardoplossing mengsel en voeg die zo snel mogelijk toe aan een erlenmeyer met 20 mL carbonaatbuffer. Dit stopt de reactie.

· Na 16 minuten zijn er 8 monsters genomen.

· Meet van elke erlenmeyer de absorptie in een UV-VIS meter met een filter van 440 nm. Noteer van alle monsters de absorptie. Breng hiervoor steeds 1 mL oplossing over naar een schone cuvet.

· Verwerk de gegevens in een grafiek en trek een vloeiende lijn door de punten.

Het tweetal waarbij de toename van absorptie het snelste is (de meest steile lijn in de grafiek) heeft de meest actieve fosfatase oplossing te pakken.
