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ENZYMOLOGIA
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CZYNNIKI WARUNKUJACE AKTYWNOSC INWERTAZY

Inwertazy (E.C. 3.2.1.26) zwane takze B-D-fruktofuranozydazami lub sacharazami, sg

enzymami z grupy hydrolaz katalizujgcymi rozktad sacharozy do fruktozy i glukozy:
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Inwertazy wystgpuja u wielu organizmoéw: u grzyboéw np. drozdzy pozwalaja na
hydroliz¢ sacharozy do latwo przyswajalnych cukréw prostych, u ssakéw wystepuja na
wewngetrznej powierzchni komoérek nabtonka wyscietajacego jelito cienkie, a u owadoéw np.
pszczot wystepuja w Slinie gdzie biorg udzial w przetwarzaniu cukru z nektaru kwiatowego do
cukrow prostych. U roslin natomiast cukry transportowane sa w tkankach w postaci sacharozy,
ktdra jest chemicznie niereaktywna i nie ulega reakcjom redoks, aby uzyska¢ monocukry, ktore
sg gldéwnym zrodlem energii niezbedne sg inwertazy hydrolizujace ten dwucukier.

Inwertazy grzybowe niekiedy maja dodatkowo zdolno$¢ syntezy polimerdw
cukrowcowych opartych na fruktozie, tzw. fruktooligosacharydow. U drozdzy Saccharomyces
cerevisiae znaleziono dwie formy inwertazy. Obydwie formy kodowane sg przez jeden gen
(SUC2), z ktérego powstaje jeden transkrypt, jednak translacja rozpoczyna si¢ w dwoch
r6znych miejscach, od dwoch roznych kodonow start:

e forma ,zewng¢trzna” — zwigzana ze $ciang komorkowsa, na koncu N posiada dwa
dodatkowe aminokwasy, posiada sekwencj¢ sygnatlowg eksportu na zewnatrz komorki
wiec w trakcie syntezy przechodzi przez reticulum endoplazmatyczne, gdzie ulega
silnej glikozylacji (50% masy stanowi mannoza). Masa czasteczkowa enzymu wynosi
ok. 270 kDa, zawiera czasteczki cysteiny

e forma ,,wewnetrzna” — cytoplazmatyczna, nie posiada dodatkowych aminokwaséw na
N koncu i jest syntetyzowana na wolnych rybosomach w cytoplazmie. Masa

czasteczkowa 135 kDa, nie zawiera cysteiny
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Mechanizm dziatania enzymu polega na katalizie nukleofilowej (przez asparaginian
w pozycji 23) i kwasowo-zasadowej (glutaminian — 204). Podstawienie asparaginy w miejsce
asparagnianiu w pozycji 23 powoduje calkowita deaktywacj¢ inwertazy, podczas gdy
podstawienie alaniny w miejsce glutaminianu (204) zmniejsza aktywno$¢ enzymu niemal 3000
razy. Enzymy z tej grupy potrafig hydrolizowac takze inne cukry, np. trehaloze, laktoze, czy
rafinozg¢ jednak szybko$¢ takich reakcji jest 10-krotnie mniejsza niz sacharozy.

Inwertazy sa wykorzystywane w przemysle spozywczym do produkcji czekoladek
Z potptynnym nadzieniem. Podczas produkcji nadzienie, ktorego gtdéwnym sktadnikiem jest
sacharoza wystepuje w postaci statej i jest pokrywane warstwg czekolady. Nastepnie takie
pralinki dojrzewaja przez kilka tygodni. w trakcie ktoérych w wyniku dzialania inwertazy
dodanej w procesie produkcji, sacharoza rozktadana jest do fruktozy i glukozy, ktére chlonac
wilgo¢ ze srodowiska powoduja w efekcie uptynnienie nadzienia.

Bialka i enzymy cytoplazmatyczne stosunkowo tatwo wyizolowac. Nie do$¢, ze do
uwolnienia ich do roztworu wystarczy zniszczenie $cian i blon komoérkowych to dodatkowo sg
one rozpuszczalne w roztworach wodnych. Niestety enzymy blonowe i te zwigzane ze Scianami
komoérkowymi wymagajg wigkszych zabiegow, aby przeprowadzi¢ na nich testy aktywnosci.
Metody pozyskiwania takich enzymow poza pierwszym etapem dezintegracji komoérek poprzez
mielenie, ucieranie czy lizowanie zawierajg etapy polegajace na oczyszczeniu uzyskanego
homogenizatu. Najprostszymi metodami oddzielenia biatek od innych skladnikéw
komorkowych jest ich wytracenie z roztworu np. poprzez wysalanie, wytracanie przy pomocy
rozpuszczalnikow organicznych (np. acetonu), czy podwyzszonej temperatury. Wytragcone
biatka mozna rozpusci¢ w odpowiednim buforze i poddawa¢ analizom.

Enzymy sa bialkami posiadajagcymi mniej lub bardziej specyficzng aktywnosé
katalityczng. Oprocz czynnikdw Srodowiskowych zmieniajacych wlasciwosci 1 aktywno$¢
wszystkich bialek takich jak temperatura, zasolenie, pH na aktywno$¢ biokatalityczng wptywa

stezenie substratu, stezenie enzymu, obecnos¢ aktywatorow 1 inhibitorow.

1. Wplyw temperatury na aktywnos¢ enzymow
Poczatkowo wraz ze wzrostem temperatury szybko$¢ reakcji rOwniez wzrasta, az do
momentu osiggnigcia maksymalnej predkosci w temperaturze optymalnej dla danego enzymu.
Po przekroczeniu warto$ci temperatury optymalnej szybkos$¢ reakcji gwaltownie spada,

gléwnie na skutek denaturacji cieplnej biatkowej czesci enzymu (Rys. 1).
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Rys. 1. Zalezno$¢ aktywnos$ci enzymu od temperatury (Koolman i Roehm, Color Atlas of

Biochemistry).

Optymalna temperatura jest charakterystyczna zaréwno dla enzymu, jak i1 organizmu,
z ktorego pochodzi. Dla wigkszo$ci ssakow enzymy najlepiej dziataja w temperaturze ok. 37°C,
natomiast dla roslin kietkujacych wczesng wiosng beda to temperatury ok. 10°C. Dla
wigkszo$ci enzymoOw temperaturg graniczng jest 65-70°C, w ktorej dochodzi do denaturacji
struktur bialkowych, enzym traci swoja konformacj¢ i mozliwo$¢ dziatania. Niemniej jednak
istniejg enzymy, ktére sg w stanie zachowac aktywno$¢ nawet po zagotowaniu (np. enzymy
bakterii zyjacych w goracych zrodtach, tzw. termofili). Najwyzsza temperatura, w ktorej enzym

nadal prawidlowo funkcjonuje jest miarg jego termostabilnosci.

2. Wplyw pH na aktywnos$¢ enzyméw
Kazdy enzym posiada charakterystyczne dla siebie stezenie jondw wodorowych,
w ktorym szybko$¢ jego dziatania jest najwigksza. NajczeSciej wykres zaleznosci aktywnosci
enzymu od pH ma ksztatt dzwonu, z aktywnoscia sukcesywnie malejaca w miare zwiekszania

lub zmniejszania pH w stosunku do optymalnego (Rys. 2).
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Rys. 2. Zalezno$¢ aktywnos$ci enzymu od pH (Koolman i Roehm, Color Atlas of Biochemistry).

Sytuacja ta wynika przede wszystkim z faktu, ze w procesie biokatalizy biorg udziat
zjonizowane grupy funkcyjne aminokwasow budujacych centrum aktywne enzymu.
Zmieniajace si¢ stezenia jonow wodorowych i wodorotlenowych powoduja inaktywacje
enzymu poprzez rozrywanie wigzan jonowych i wodorowych pomigdzy grupami funkcyjnymi
tancuchéw bocznych, ktére stabilizujg strukture przestrzenng enzymu lub zaburzanie tadunku
grup zaangazowanych w kataliz¢. Optymalne pH enzymu jest jego cecha charakterystyczna
i tak np. dla pepsyny jest to 2, dla glukozo-6-fosfatazy — 8, a dla arginazy powyzej 10.

Dlatego tez niezwykle istotne jest w trakcie badan laboratoryjnych stosowanie
odpowiednich buforow. Powinny one mie¢ zarowno odpowiednie pH jak i1 skiad poniewaz
niektore sktadniki np. fosforany, estry fosforanowe czy kwasy karboksylowe moga wigzac si¢

z enzymem 1 zmienia¢ jego aktywnos$¢.



ODCZYNNIKI

1. 0,2 M sacharoza w 0,04 M buforze octanowym pH 4,7
0,4 M sacharoza w wodzie
1% kwas dinitrosalicylowy (DNS) w 0,4 M NaOH

9 mM CuSOs4 w buforze octanowym

o ~ w N

Uniwersalny bufor Brittona i Robinsona

a. Roztwor A — 0,04 M kwas octowy, 0,04 M kwas fosforowy, 0,04 M kwas
borowy

b. Roztwér B — 0,2 M wodorotlenek sodu

e 100mlA+185mIB=pHS3;

e 100mlA+36mlB=pHb5;

e 100mlA+53mIB=pH7;

e 100mlA+70mlB=pH 9,
wszystkie uzupetnia¢ wodg do 400 ml

6. Wozorce glukozy: 40 pg/ml, 80 pg/ml, 160 pg/ml, 320 pg/ml, 400 pg/ml

WYKONANIE
Grupa dzieli si¢ na dwa zespoly. Kazdy zespot przeprowadza cale ¢wiczenie we
wlasnym zakresie (kazdy zesp6l pracuje na swoim ekstrakcie) wykonujac wszystkie

przewidziane reakcje.

1. Przygotowanie ekstraktu zawierajacego inwertaze

5 g drozdzy utrze¢ na sucho w mozdzierzu z ok. 3 g piasku. Po doktadnym roztarciu
stopniowo dolewa¢ do mozdzierza 15 ml wody. Cato$¢ przenies¢ lyzeczka do falkona,
przygotowa¢ probowke rownowazng 1 zwirowac przez 15 minut w 4°C, przy 9 tys. obrotow.
8,3 ml uzyskanego supernatantu przepipetowa¢ do falkona i dopetni¢ do 50 ml zmrozonym
acetonem. Straca¢ biatka przez pot godziny w lodowce a nastgpnie zwirowa¢ w tych samych

warunkach co poprzednio. Uzyskany osad rozpusci¢ w 20 ml wody 1 umiesci¢ na lodzie.



2. Wykrywanie aktywnosci inwertazy wzgledem sacharozy

Przygotowac dwie probowki. Przeprowadzi¢ reakcje wedtug Tabeli 1.:

Tab. 1. Wykrywanie aktywnoSci inwertazy wzgledem sacharozy.

Kontrola Badana
1) )
sacharoza w buforze 500 pl 500 ul
octanowym
enzym - 500 pl

inkubowaé na stole przez 5 minut, po czym zamrozi¢ na 5 minut

DNS

100 ul

100 ul

enzym

500 pl

gotowaé przez 5 minut, po czym schlodzi¢ w zamrazarce

Po schtodzeniu zmierzy¢ absorbancj¢ probek przy dlugosci fali 540 nm wzgledem

proby kontrolne;.

3. Wykrywanie aktywnosci inwertazy wzgledem laktozy, maltozy i trehalozy

Przygotowa¢ 6 probowek. Przeprowadzi¢ reakcje tak jak w poprzednim punkcie,

zamiast sacharozy uzy¢ innych dwucukréow. Kazda proba badana powinna mie¢ odpowiednia

probe kontrolng (Tab. 2.).

Tab. 2. Wykrywanie aktywnosci inwertazy wzgledem innych cukrowcow.

Kontrolap) | Badanag) | Kontrolag | Badanaw || Kontrolam | Badanagm
) 2) 3) (4) () (6)

dwucukier
w buforze 500 ul 500 ul 500 ul 500 ul 500 ul 500 ul
octanowym

enzym - 500 pl - 500 pl - 500 pl

inkubowaé na stole przez 5 minut, po czym zamrozié na 5 minut
DNS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
enzym 500 pl - 500 pl - 500 pl -
gotowaé przez 5 minut, po czym schlodzi¢ w zamrazarce

Po schiodzeniu zmierzy¢ absorbancje probek przy diugosci fali 540 nm wzgledem

odpowiedniej proby kontrolnej (1 —2, 3 -4, 5 - 6).



4, Badanie wplywu inhibitora

Przygotowac 4 probowki. Przeprowadzi¢ reakcje wedtug Tabeli 3.:

Tab. 3. Badanie wptywu inhibitora.

Kontrola Badana Kontrola I Badana |
€)) ) @) (4)
sacharoza w
buforze 500 ul 500 ul 500 ul 500 pl
octanowym
CuSO, - - 100 pl 100 ul
bufor octanowy 100 ul 100 ul - -
enzym - 500 pl - 500 pl
inkubowac na stole przez 5 minut, po czym zamrozi¢ na 5 minut
DNS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
enzym 500 pl - 500 pl -
gotowad przez 5 minut, po cgym schlodzié w zamrazarce

Po schiodzeniu zmierzy¢ absorbancj¢ probek przy diugosci fali 540 nm wzgledem

odpowiedniej proby kontrolnej (1 — 2, 3 —4).

5. Badanie wplywu pH na aktywnos$¢ inwertazy

Przygotowac¢ 5 probowek. Do badania aktywnosci inwertazy w roznych pH wykorzysta¢

szereg buforéw Brittona i Robinsona. Przeprowadzi¢ reakcje zgodnie z Tabelg 4.:

Tab. 4. Badanie wptywu pH.

K(%rl‘_t'r%'a pH 3 pH 5 pH 7 pH 9
1 ) @) (4) (5)
(O]
bufor o
odpowiednim 250 ul 250 ul 250 ul 250 ul 250 ul
pH
sacharoza w
wodzie 250 ul 250 ul 250 ul 250 ul 250 ul
enzym - 500 ul 500 pul 500 pul 500 ul
inkubowaé na stole przez 5 minut, po czym zamrozi¢ na 5 minut
DNS 100 ul 100 pl 100 ul 100 ul 100 ul
enzym 500 pl - - - -
gotowad przez 5 minut, po czym schlodzié w zamraZarce

Po schiodzeniu zmierzy¢ absorbancje probek przy diugosci fali 540 nm wzgledem

proby kontrolne;.



6. Badanie wplywu temperatury na aktywnos¢ inwertazy

Przygotowaé 6 probowek. Przeprowadzi¢ reakcje zgodnie z Tabela 5. Kontrole
przygotowac tak jak w zadaniu 2. Do pozostatych pigciu probowek odmierzy¢ po 500 ul
sacharozy w buforze octanowym. Nastepnie kazdg z probéwek inkubowac¢ przez 10 minut
W nastepujacych lokalizacjach:

1) 4°C w lodowce

2) 25°C nastole

3) 50°C w cieplarce

4) 70°C w bloku grzewczym

5) 100°C w zlewce w tazni wodnej

Po uptywie czasu, nie wyjmujac probowek z miejsc gdzie si¢ znajduja doda¢ do nich po
500 pl ekstraktu enzymatycznego i inkubowac przez 5 minut. Po inkubacji bardzo szybko
wstawi¢ wszystkie probowki na 5 minut do zamrazarki, a nastepnie doda¢ 100 pl DNS
I gotowaé przez 5 minut. Wstawi¢ do zamrazarki i po wystygnigciu zmierzy¢ absorbancje

probek przy dhugosci fali 540 nm wzgledem proby kontrolne;.

Tab. 5. Badanie wptywu temperatury.

k&”;{g;a 4°C 25°C 50°C 70°C 100°C
1) (2 3 4) ®) (6)
sacharoza
w buforze 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 ul
octanowym
inkubowa¢ przez 10 minut w odpowiedniej temperaturze
enzym - 500 pul 500 pl 500 ul 500 ul 500 pl
inkubowaé w danej temperaturze przez 5 minut, po czym zamrozi¢ na 5 minut
DNS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
enzym 500 pl - - - - -

gotowad przez 5 minut, po cgym schlodzi¢ w zamrazarce

7. Przygotowanie krzywej wzorcowej

Do probdéwek odmierzy¢ po 1 ml wzorcowych rozcienczen glukozy, do kazdej doda¢ po
100 ul DNS 1 gotowaé przez 5 minut. Wstawi¢ do zamrazarki i po wystygnigciu zmierzy¢
absorbancj¢ probek przy dlugosci fali 540 nm wzgledem wody. Sporzadzi¢ wykres zaleznosci

absorbancji od stezenia glukozy. Na podstawie krzywej, dla wszystkich przeprowadzonych zadan

obliczy¢ aktywno$é enzymu — umol heksoz uwolnionych w wyniku reakciji hydrolizy substratu w

ciagu 1 minuty dziatlania enzymu.




