Isolation von Succinatdehydrogenase

150 g Blumenkohl werden 30 s lang zerkleinert und mit 100 ml 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,5 versetzt. Der Puffer ist 0,4 M an Saccharose. Das Filtrat wird 10 min lang bei 1000 U/min zentrifugiert. Der Überstand wird nochmals bei höchster Geschwindigkeit zentrifugiert. Überstand und zweites Sediment werden auf Eis aufbewahrt.

Messung der Aktivität der Succinatdehydrogenase:

Extrakt

Natriumsuccinatlösung 2 %, Wasser, 5 10-3 % Methylenblaulösung

Reagenzgläser, Stopfen, Pipetten, Wasserbad, Stoppuhr

Versuch mit dem Enzym

Es werden 5 Reagenzgläser bereitgestellt und mit 1 ml der Methylenblaulösung befüllt.

	1
	+ 5 ml Überstand
	1 ml Natriumsuccinatlösung

	2
	+ 5 ml Überstand
	1 ml Wasser

	3
	+ 5 ml Partikelfraktion
	1 ml Natriumsuccinatlösung

	4
	+ 5 ml Partikelfraktion
	1 ml Wasser

	5
	+ 5 ml Partikelfraktion
	1 ml Natriumsuccinatlösung


Ansatz 5 wird offen stehen lassen, während 1 –4 mit N2 befüllt und mit einem Gummistopfen verschlossen werden. Der Luftsauerstoff muss verdrängt werden. Die Ansätze werden auf 37 °C erwärmt und die Zeit bis zur Entfärbung verfolgt.

