Instrukcja do ¢wiczenia 1 z enzymologii IIICH-DI

Wykrywanie aktywnoS$ci enzymatycznej w materiale biologicznym

Enzymy sa to wielkoczasteczkowe biokatalizatory przeprowadzajgce reakcje
chemiczne, ktorym towarzyszy spadek energii swobodnej uktadu. Wptywaja jedynie na
takie procesy chemiczne, ktére sg termodynamicznie mozliwe, przyspieszajac osiggnigcie
stanu koncowej réwnowagi chemicznej, do ktérego dazy dana reakcja. Enzymy obnizaja
wymagang ilo$¢ energii aktywacji, dzigki czemu zwigksza si¢ szybkos¢ reakciji.
Charakteryzuja si¢ one wysoka specyficznoscig dziatania i duzg aktywnos$cig katalityczna.
Przyspieszaja co najmniej milionkrotnie reakcje chemiczne, ktore w warunkach braku
enzymu zachodzity by tak wolno, ze produkty i sama reakcja bylyby niezauwazalne. Enzymy
posiadaja zdolnos$¢ przytaczania substratdéw 1 miejscowego zwiekszania ich stgzenia, przez co
przyspieszaja przebieg katalizowanej reakcji. Zazwyczaj czasteczka biatka enzymatycznego
jest wielokrotnie wigksza (nawet o kilka rzedow wielkosci) od czasteczki substratu, co
sugeruje istnienie ograniczonego obszaru — centrum Kkatalitycznego — bezposrednio wigzacego
substrat. Jednocze$nie dziatajg specyficznie zarowno pod wzgledem rodzaju katalizowanej
reakcji, jak i substratow.

Enzymy nazywa si¢ w dwojaki sposob. Pierwszy sposob to dwuczegsciowa nazwa enzymu,
gdzie czes¢ pierwsza, zakonczona przyrostkiem ”-aza”, okresla typ katalizowanej reakcji, a
druga — substrat(y) reakcji. Jest to raczej historyczny i potoczny sposéb nazewnictwa. W celu
ujednolicenia 1 uniknigcia pomytek wprowadzono system nomenklatury EC. Podstawa tej
klasyfikacji jest typ 1 mechanizm katalizowanej przez nie reakcji oraz uzywane substraty.
Kazdy enzym posiada swoj kod o postaci: EC xx.xx.xx.xx, gdzie litery x oznaczajg cyfry
arabskie. Symbol EC zaznacza, ze dalsza cz¢$¢ kodu to numer w migdzynarodowym katalogu
enzymOw (ang. Enzyme Catalogue). Sam numer sklada si¢ z 4 cztonow: pierwszy okresla
glowna klase, charakteryzujaca typ katalizowanej reakcji; drugi okresla podklasg,
charakteryzujaca zazwyczaj rodzaj wigzania lub grupy, ktorej dotyczy reakcja; trzeci okresla
podpodklase, ktéra moze zawiera¢: doktadniejszg specyfikacje wigzania, grupe zwigzkow do
ktorej nalezy substrat, nazwe donora lub akceptora; czwarty wskazuje na okreslony enzym

przez podanie nazwy substratu reakcji.



System zawiera 6 klas enzymdw i katalizowanych przez nie reakcji (rys. 1):

1 — oksydoreduktazy — katalizujg reakcje utleniania i redukcji (redox; patrz punkt I11-3)

2 — transferazy — katalizuja reakcje przenoszenia grup funkcyjnych migdzy czgsteczkami lub

w obrebie jednej czasteczki

3 — hydrolazy — katalizujg reakcje rozpadu pod wptywem wody (hydrolizy)

4 — liazy — katalizuja reakcje rozpadu bez udziatu czasteczek wody

5 — izomerazy — katalizuja reakcje zmian potozenia grup chemicznych z zachowaniem

szkieletu (izomeryzacja)

6 — ligazy — katalizujg reakcje tworzenia wigzan kowalencyjnych
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Rys. 1. Klasy i podklasy enzymow w systemie EC oraz schematy katalizowanych reakcji

(Koolman i Roehm, Color Atlas of Biochemistry).




Klasa 1 Oksydoreduktazy — katalizujg wicle istotnych reakcji komoérkowych, w ktorych
dochodzi do Iaczenia wodoru z tlenem. Oksydoreduktazy katalizuja przeniesienie
rownowaznikéw redukcyjnych miedzy dwoma ukladami redoks. Termin réwnowaznik
redukcyjny okresla kombinacje elektronow 1 protonow, ktére pojawiajg si¢ w procesach

redoks (Rys. 2)
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Rys. 2. Réwnowazniki redukcyjne wykorzystywane w reakcjach erdoks zachodzacych w

zywych organizmach.

W  uktadach biologicznych reakcje utleniania wodoru nie zachodza na wodorze
czasteczkowym, tylko wodorze zwigzanym z roéznego rodzaju koenzymami, glownie
nikotynamidoadeninowymi. Koenzymy z kolei pobieraja woddér z substratow reakcji
podlegajacych utlenianiu (cukry, kwasy ttuszczowe). Biologiczne utlenianie wodoru polega
wigc na przeniesieniu elektronow nie wprost z wodoru na tlen, ale przez wiele biologicznych
uktadow oksydoredukcyjnych. Pod wzgledem mechanizmu dzialania oksydoreduktazy
dzielimy na:

e oksygenazy,

e dehydrogenazy,

e oksydazy,

e hydroperoksydazy.

Oksygenazy katalizuja proces wbudowywania O 2 w czasteczke. Wyrdznia si¢ oksygenazy
wlasciwe 1 hydroksylujace, najczescie; .

Dehydrogenazy katalizujg odrywanie atoméw wodoru od utlenianego substratu i przenoszg je

na inne enzymy czy zwiazki posrednie, a nie maja zdolnosci przenoszenia elektronéw
bezposrednio na tlen. Réznig si¢ one rodzajem koenzymow, ktére sa wlasciwymi

chwytnikami atomow wodoru.



Oksydazy aktywujg atomy tlenu do przyjecia elektronow oderwanych od utlenianego
substratu i katalizuja polaczenie powstatych jonéw tlenkowych z protonami na czasteczke
H,0 lub H,0O; . Enzymy te przenosza wodor bezposrednio na tlen atmosferyczny. Substratem
sg czesto mono- i polifenole.

Duze znaczenie praktyczne ma oksydoreduktaza o-difenol:tlen (EC.1.10.3.1.) zwana
potocznie oksydaza fenolowa, oksydazg polifenolows, tyrozynazg lub katecholazg. Enzym
ten odpowiedzialny jest za zjawisko tzw. brazowienia enzymatycznego. Polega ono na
przybieraniu ciemnej brazowej barwy przez rézne produkty spozywcze: gruszki, banany,
ziemniaki, pieczarki, satata, krewetki, homary, powodujac obnizenie ich wartosci. Niemniej
jednak efektem dzialania tego enzymu jest takze kolor czarnej herbaty, koniaku, kawy,
czekolady czy chleba razowego.

W obecnosci tlenu zawartego w powietrzu, enzym katalizuje pierwsza faze biochemicznej
przemiany zwigzkéw fenolowych do chinonow, ktére sa stabo zabarwione, ale nast¢pnie
polimeryzuja do nierozpuszczalnych polimeréw o ciemnej barwie nazywanych melaninami
lub tworza z niezmienionymi fenolami intensywnie barwne kompleksy z przeniesieniem
tadunku kompleksy "charge-transfer", kompleksy CT).

Typowa reakcja katalizowang przez ten enzym jest utlenianie pirokatechiny (Rys. 2).
Dziataniu enzymu ulega rowniez fenol jednowodorotlenowy, przy czym najpierw tworzy si¢
pirokatechina. Oksydaza fenolowa jest metaloproteing 1 zawiera miedz, ktéra przyjmuje

elektrony od dwufenoli i przekazuje na tlen czasteczkowy.
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Rys. 2 Utlenianie pirokatechiny przez oksydazy

Hydroperoksydazy obejmuja dwie podgrupy enzymow: peroksydazy (przewazaja w tkankach

roslinnych) i katalazy (w tkankach zwierzecych). W wyniku naturalnych procesow
metabolicznych w komoérkach pojawiajg si¢ wolne rodniki. W zbyt wysokim stezeniu sg one
niebezpieczne dla struktur komérkowych (powodujg niekontrolowane utlenianie m. in. Biatek,
kwasow thuszczowych) dlatego ich poziom musi by¢ S$cisle kontrolowany. Do enzymow

odpowiedzialnych za kontrole puli reaktywnych form tlenu naleza wlasnie peroksydazy i



katalazy. Obydwie podgrupy powodujg rozktad nadtlenku wodoru. Peroksydaza rozktada H,O,,
a powstajacy tlen utlenia jaka$ substancje, natomiast katalaza powoduje rozklad nadtlenku
wodoru niezaleznie od obecnosci akceptora tlenu.

Katalazy sg szeroko rozpowszechnionymi enzymami: wystepujagcymi u wszystkich
organizmoéw tlenowych, zarowno u zwierzat, jak i u roslin 1 bakterii. Katalizuja reakcje

rozktadu nadtlenku wodoru do tlenu i wody wedlug réwnania:
2 H202 — 2 Hzo + O2

Jest to szczegdlny przypadek reakcji hydroperoksydazowej, w ktorej H,O; jest jednocze$nie
donorem i akceptorem wodoru. Wykrywanie katalazy polega na tym, ze tlen uwolniony w
reakcji dysproporcjowania H,O, katalizowanej przez katalaze, wydzielajac si¢ z roztworu

powoduje jego silne pienienie.

Peroksydazy sa enzymami bardzo rozpowszechnionym w roslinach. Ich dziatanie zwigzane
jest z obecno$cig nadtlenku wodoru. Enzymy te redukuja nadtlenek wodoru réwnoczesnie
utleniajac (odwodorowujac) réznego rodzaju substraty. Reakcje t¢ mozna zapisac:
SH; +H,O0; — S+ 2H,0

gdzie SH2 i S to, odpowiednio, substrat w stanie zredukowanym i utlenionym.
Nadtlenek wodoru nie jest wigc rozkladany z wydzieleniem tlenu, lecz wykorzystywany przez
enzym w reakcjach utleniania substratow (np. fenoli):

fenole + H,O, — chinony + 2H,0

Charakterystyczng reakcja pozwalajaca na wykrywanie peroksydaz jest reakcja z benzydyna,
ktéra w obecnosci H,O, ulega utlenieniu przez peroksydaze do bigkitu benzydynowego,

zgodnie z reakcja:

NH
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Klasa 3 Hydrolazy — to grupa enzymoéw katalizujgcych proces rozpadu substratu z udziatem
czasteczek wody. Nazwe systematyczng tworzy si¢ dodajac do terminu hydrolaza nazwe
substratu, np. hydrolaza acetylo-CoA. Nazwy potoczne majg przewaznie koncowke —aza
dodang do nazwy substratu, np. ureaza lub tez sg to nazwy zwyczajowe, np. pepsyna,
trypsyna, papaina.
Najwazniejsze podklasy hydrolaz dziataja na wigzania:
e estrowe (3.1) — np. lipazy katalizujg hydrolize tluszczéw do glicerolu i kwasow
tluszczowych wedtug schematu:

R; —O— CO—R; + H0O «> R;—0OH +R,—COOH
Lipazy wykazuja niewielka specyficznos¢ i katalizuja rozktad estrow, utworzonych przez
kwasy o kréotkim 1 dtugim tafcuchu, nasycone i nienasycone oraz alkohole majace tancuch
krotki lub dhugi, jedno- lub wielowodorotlenowe
Do tej klasy hydrolaz nalezy kwasna fosfataza przeprowadzajaca defosforylacje estrow
fosforanowych zgodnie ze schematem:

monoester fosforanowy + H,O = alkohol + P;

Poza naturalnymi substratami, hydrolazy te rozszczepiajg takze estry fosforanowe fenoli, np.
p-nitrofenylofosforan, ktore dzigki reakcji barwnej mogag stuzy¢ do wykrywania tych
enzymow.
e glikozydowe (3.2) — tzw. hydrolazy glikozydowe, rozszczepiaja wigzania glikozydowe
glikozydow, kilko- i wielocukrow. Ré6znig sie¢ migdzy sobg swoistos$cig dziatania, ale zawsze
hydrolizujg tylko cukry w formie D. Wykazuja $cista specyficzno$¢ wobec konfiguracji
atakowanego wigzania. Najpowszechniej wystepuja amylazy — enzymy przeprowadzajace
hydrolize skrobi. W organizmach zwierzat najwazniejsze sa a-amylazy (np. amylaza trzustki i
amylaza §liny), ktore atakuja w sposob chaotyczny wigzania o-1,4-glukozydowe z wyjatkiem
wigzania maltozy. Produktem hydrolizy jest mieszanina dekstryn, maltozy 1 glukozy.
Najprostszym sposobem na wykrycie aktywnosci amylaz jest reakcja z jodem. I w KI w
obecno$ci skrobi tworzy ciemne fioletowo-niebieskie zabarwienie. Przebieg procesu
degradacji skrobi mozna $ledzi¢ obserwujac zmiang barwy roztworu skrobi traktowanego
jodem od niebieskiej (kompleks ze skrobig), poprzez fiotkowa, czerwonag (kompleks z
erytrodekstrynami) do bezbarwnej (utworzenie cukréw o niskim ci¢zarze czgsteczkowym). W
czasie procesu rosnie zawartos¢ cukrow redukujacych, produktow hydrolizy skrobi i
okreslajac ich zawarto§¢ mozna $ledzi¢ przebieg reakcji. W miar¢ jak skrobia jest
hydrolizowana przez enzym barwa zanika az do catkowitego odbarwienia w tzw. punkcie

achromowym.



Innym przyktadem hydrolaz glikozydowych jest inwertaza, nazywana takze sacharazg lub f3-
fruktofuranowydaza, ktora hydrolizuje wigzanie fruktofuranozydowe pomiedzy fruktoza i
glukoza w czasteczce sacharozy. Aktywno$¢ enzymu mozna monitorowaé¢ na podstawie
ilosci pojawiajacych si¢ w mieszaninie cukréow redukujgcych, za pomocg odczynnika
Benedicta, Fehlinga lub kwasu dinitrosalicylowego (DNS).

e peptydowe (3.4) — hydrolazy peptydowe rozszczepiajg wigzania peptydowe zgodnie z
reakcja:

R;—CO—NH—R; + H20 — R;—COOH + R,—NH2

Wigkszo$¢ proteaz to enzymy trawienne wystepujace w przewodzie pokarmowym. Istnieje
kilka podziatow tej grupy enzyméw: w zalezno$ci od tego, czy miejsce przecigcia jest
wewnatrz czasteczki biatka czy odczepiane sg aminokwasy z koncow czasteczki wyrdzniamy
odpowiednio endo- i egzopeptydazy. Inny podziat uwzglednia budowg miejsca aktywnego —

tu wyrdézniamy m. in. proteazy serynowe, metaloproteazy.

Celem ¢wiczenia jest wykazanie aktywnosci enzymatycznej katalazy, peroksydazy, oksydazy,
amylazy oraz inwertazy w przygotowanych ekstraktach.

UWAGA!! Na zajecia nalezy przynie$¢ 1 duzego ziemniaka, 1 jabtko, 1 banana
oraz 5 duzych pieczarek.

Odczynniki:

1% fenol

1% pirokatechina

1% rezorcyna

1% pirogalol

4% benzydyna w kwasie octowym

3% nadtlenek wodoru

roztwor | w Kl

1% skrobia w 0,1M buforze octanowym
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Grupa dzieli si¢ na 4 zespoty. Kazdy zespol przygotowuje ekstrakt z innego
materialu 1 wykonuje na nim wszystkie doswiadczenia przewidziane w
¢wiczeniu.



Przygotowanie ekstraktow enzymatycznych

. Umyty i obrany ziemniak zetrze¢ na tarce. Dola¢ 100 ml wody i wytrzasa¢ przez 10

minut. Po tym czasie przesaczy¢ miazge do zlewki przez gaze, odczekaé az skrobia
opadnie na dno i delikatnie zla¢ wodny ekstrakt enzymu. Analogicznie postapi¢ z
jabtkiem.

. Utrze¢ w mozdzierzu rozdrobnione, obrane 4 pieczarki dolewajac stopniowo 100ml

wody. Cato$¢ wytrzasa¢ przez 10 minut, nastepnie przesaczy¢ przez gazg. Analogicznie
postapi¢ z bananem.

Ekstrakty po przygotowaniu od razu umiesci¢ na lodzie aby zapobiec proteolitycznej
degradacji enzymoéw.

Ok. 50ml ekstraktu z ziemniaka przela¢ do falkona podpisa¢ (roOwniez nr grupy) i
zamrozic.

. Potowe z kazdego ekstraktu wstawi¢ do tazni wodnej na 15 min na 90°C.

Wykrywanie aktywnosci enzymatycznej

Katalaza — do dwoch probowek wla¢ po Iml 3% wody utlenionej, nastgpnie do jednej
doda¢ kilka kropli ekstraktu enzymatycznego $§wiezego a do drugiej podgrzanego.
Zanotowa¢ wyniki.

Oksydaza polifenolowa — do jednego szeregu probowek (czterech) wprowadzi¢ 2 ml
ekstraktu enzymatycznego $wiezego a do drugiego szeregu tyle samo ekstraktu
podgrzanego. Nastepnie doda¢ po 5 kropli fenoli wg schematu ponizej. Zanotowac

wyniki.

1 2 3 4
substrat fenol pirokatechina rezorcyna pirogalol
OH OH OH
o OH
HO OH
Wzér strukturalny
OH
Ekstrakt swiezy
(+/-) obserwacje
Ekstrakt podgrzany
(+/-) obserwacje
3. Peroksydaza — do jednego szeregu proboéwek wprowadzi¢ 2 ml ekstraktu

enzymatycznego $wiezego a do drugiego szeregu tyle samo ekstraktu podgrzanego. Do
proboéwek dodac¢ po 5 kropli substratdow wg schematu ponizej a nastepnie do wszystkich
10 kropli 3% wody utlenionej. UWAGA! Wode utleniong nalezy doda¢ bezposrednio po
kazdym z fenoli!! Zanotowa¢ wyniki.




1 2 3 4 5

substrat fenol pirokatechina | rezorcyna | pirogalol | benzydyna

Ekstrakt swiezy

(+/-) obserwacje

Ekstrakt podgrzany
(+/-) obserwacje

4. Amylaza — wykona¢ reakcje zgodnie ze schematem ponizej (w kolejnosci od gory do
dotu). Zanotowac¢ czas osiggnigcia punktu achromowego.

probowki 1 2 3
1% skrobia iml iml iml
lwKI 250ul 250ul 250ul
woda iml — -
Ekstrakt Swiezy — iml —
Ekstrakt podgrzany - - iml
Obserwacje




