Instrukcja

Analiza aktywnosci enzymatycznej preparatéw zawierajacych ekstrakty enzymoéw trawiennych

1. 0Ogélna instrukcja wykonania éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest:
e potwierdzenie wystepowania aktywnos$ci enzymatycznej w przygotowanym ekstrakcie
e wyznaczenie optymalnych warunkoéw aktywnosci enzymatycznej enzymu w zakresie:
e pH
e temperatury
e stezenia ekstraktu

e wplywu immobilizacji enzymu na jego aktywnos¢
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2. Potwierdzenie aktywnosci amylazy w badanych ekstraktach

Przygotowanie 1 % kleiku skrobiowego

1,0 g skrobi zawiesi¢ w 80 mL wody.

Zawiesine zagotowac az do uzyskania jednorodnej mieszaniny.

Mieszanine schtodzi¢ na lodzie i uzupetni¢ buforem do 100 mL.

Przygotowanie krzywej wzorcowej dla pomiaréw
1 mg/mL maltoza

1 % NaCl

1 % kwas dinitrosalicylowy (DNS) w 0,4 M NaOH

Dla 10 rozcienczen seryjnych maltozy przygotowac w 14 mL falkonach roztwory:
e 500 pL roztworu maltozy
e 500 pL wody
e 100 pL Nacl
e 100 pL roztworu DNS
Gotowac przez 5 min.
Schtodzi¢ na lodzie.

Zmierzy¢ absorbancje przy 540 nm.

Test z ptynem Lugola

ptyn Lugola

0,1 M bufor octanowy pH 6,5
1% NacCl

Ekstrakt enzymatyczny

Przygotowac 5 rozcienczen seryjnych dla nierozcienczonego ekstraktu enzymatycznego.
Do eppendorféw rozpipetowac:
e 500,0 pL kleiku skrobiowego
e 500,0 pL buforu
e 100,0 pL 1% NaCl
Do roztworu wkrapla¢ rozcienczony 1:1 ptyn Lugola az do zabarwienia roztworu.
Doda¢ 100,0 pL ekstaktu enzymatycznego.

Zmierzy¢ czas az do osiggniecia punktu achromowego.
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Test z kwasem dinitrosalicylowym

1 % kwas dinitrosalicylowy (DNS) w 0,4 M NaOH
0,1 M bufory octanowe

1% NacCl

Rozciehczmy ekstrakt enzymatyczny (patrz punk wyzej)
W falkonach o pojemnosci 14 mL przygotowac roztwory
e 500 pL kleiku skrobiowego
e 500 ul 0,1 M buforu
e 100 pL 1% NaCl
e 100 uL rozcieniczonego ekstraktu enzymatycznego
Mieszanine reakcyjng inkubowac przez czas 2x dtuzszy od koniecznego do osiggniecia punktu
achromowego.
Doda¢ 100 pL DNS i gotowac przez 5 min.
Schtodzi¢ na lodzie.

Zmierzy¢ absorbancje przy 540 nm.

Dla najlepszego, najgorszego i neutralnego pH okresli¢ wptyw temperatury.
(Wykona¢ analogiczny test enzymatyczny przy czym mieszanine reakcyjng inkubowac:

na lodzie, w temp. pokojowej, cieplarce, tazni wodnej.)

Dla najlepszego, najgorszego i neutralnego pH oraz optymalnej temperatury sprawdzic¢
aktywnos¢ immobilizowanej mieszaniny enzymatyczne;j.
(Wykona¢ analogiczny test enzymatyczny przy czym mieszanine reakcyjng inkubowac w

optymalnej temperaturze.)

Otrzymane wyniki odnies¢ w oparciu o krzywg wzorcowg do ilos¢ zhydrolizowanej maltozy.
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3. Potwierdzenie aktywnosci lipazy w badanych ekstraktach

Przygotowanie wzorca pH dla wskaznikéw
0.2 % rozwor btekitu bromotymolowego (BBT)
0.2% roztwor czerwieni o-krezolowej (COK)
0.1 M bufor octanowy pH 4.0-6.5

Przygotowac¢ odpowiednio:
0.05 % roztwér BBT w wodzie
0.10 % roztwér COK w wodzie
Przygotowac roztwory:
e 100.0 pL buforu
e 100.0 pL wskaznika
e 1300.0 pL wody
Wykona¢ pomiar widma UV-Vis w zakresie 300-700 nm.
Zidentyfikowa¢ pasma zwigzane z formami granicznymi wskaznikéw

Wyznaczenie optymalnych parametréw pracy badanego enzymu

Test z wybranym substratem
0.1 M bufory octanowe

0.1 M NaOH

1% NacCl

Ekstrakt enzymatyczny
Wskazniki pH

W eppendorfach o pojemnosci 2 mL przygotowac roztwory

e 100 pL substratu

e 100 pL 0,1 M buforu

e 100 pL wskaznika

e 100 pL 1% NaCl

e 100 uL ekstraktu enzymatycznego

e 1000 pL wody
UWAGA: dla kazdego pH przygotowac slepg probe zastepujac enzym wodg!
UWAGA: po dodaniu wszystkich sktadnikéw prébki doktadnie worteksowac.
Mieszanine reakcyjng inkubowadé przez 30 min.
Doda¢ 100 pL 96 % EtOH.
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Do prébki z enzymem dodawac stopniowo 0.5-0.1 M NaOH do momentu zaobserwowania
zmiany zabarwienia. Réwng objetos¢ NaOH dodac do Slepej préby.

Prébki wirowac przez 5 min przy max predkosci.

Zmierzy¢ absorbancje przy zidentyfikowanych dtugosciach fali.

Roéznica absorbancji pomiedzy $lepa a aktywng probkga jest miarg aktywnosci enzymu.

Dla najlepszego, najgorszego i neutralnego pH okresli¢ wptyw temperatury.

(Wykona¢ analogiczny test enzymatyczny przy czym mieszanine reakcyjng inkubowac:
na lodzie, w temp. pokojowej, cieplarce, tazni wodnej.)

Dla najlepszego, najgorszego i neutralnego pH oraz optymalnej temperatury sprawdzic¢
aktywnos¢ immobilizowanej mieszaniny enzymatyczne;j.

(Wykona¢ analogiczny test enzymatyczny przy czym mieszanine reakcyjng inkubowac w

optymalnej temperaturze.)

Otrzymane wyniki przedstawi¢ w funkcji pH i temperatury.
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4. Potwierdzenie aktywnosci proteolitycznej w badanych ekstraktach
0.1 M NaOH
0.1 M Na,CO;
6.0 % roztwér zelatyny w 0.1 M Na,CO;
0.1 M bufor octanowy (pH 4.0, 5.0, 6.0)
0.2 % rozwor btekitu bromotymolowego (BBT)
0.2% roztwor czerwieni o-krezolowej (COK)

ekstrakty enzymatycznego

Przygotowac test enzymatyczny:
e 900.0 uL ekstraktu
e 3450.0 uL 6% roztworu zelatyny
e 150.0 uL 0.1 M buforu octanowego lub 0.1 M NaOH
Pobra¢ 500.0 uL mieszaniny do 5 eppendorfow i inkubowa¢ mieszanine przez 0, 5, 15, 30, 60
min. Dodac¢ 100.0 uL wskaznika. Miareczkowac roztworem NaOH do zmiany zabarwienia.
W kolejnych pomiarach punktéw czasowych uzywaé tej samej ilosci NaOH.

Zmierzy¢ widmo UV-Vis i zanotowac¢ wyniki.

Poréwnac wyniki dla badanych ekstraktow.
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5. Immobilizacja enzyméw w alginianie
Alginian sodu
3% CaCl2
strzykawka
sitko

ekstrakt eznymatyczny

0,16 g alginianu sody zawiesi¢ w 4 mL wody. Doktadnie wymieszac i zostawi¢ na 15 min. w celu
odpowietrzenia.

Dodac¢ 1,5 mL ekstraktu enzymatycznego i wymieszad.

Do zlewki ze 100,0 mL 3% CaCl2 mieszajac(!) wkrapla¢ za pomocg strzykawki przygotowana
mieszanine.

Pozostawi¢ na mieszadle przez 30 min.

Odcedzi¢ na sitku.

Do dalszych badan uzy¢ od 2 do 5 kulek po uprzednim zwazeniu.



