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Cwiczenie 6.
Inwertaza — izolowanie enzymu i wykrywanie jego aktywnosci

Inwertaza (sacharaza, p-fruktofuranozydaza) - enzym nalezacy do grupy hydrolaz, zostat po
raz pierwszy wyizolowany z ekstraktu drozdzy przez Berthelota w 1860 roku. Hydrolizuje
wiazania glikozydowe utworzone z udzialem grupy hydroksylowej w potozeniu B, zwiazanej
z weglem anomerycznym (C2) pierscienia fruktofuranozy. Sacharaza powoduje hydrolize
dwucukru sacharozy do glukozy i fruktozy, trojcukru rafinozy do fruktozy i dwucukru
melibiozy. Glownym, naturalnym substratem B-fruktofuranozydazy jest sacharoza (Rys.1).
Inwertazy wystepuja w bakteriach i innych mikroorganizmach, w ro$linach wyzszych (w
$cianie komorkowej) i u zwierzat. Przez pszczoly sacharaza wykorzystywana jest do
hydrolizy sacharozy podczas produkcji miodu. U ludzi inwertaza, podobnie jak laktaza,
wystepuje na wewngtrznej powierzchni komodrek nabtonka wyScielajacego jelito cienkie.
Bogatym zrédlem inwertazy sa drozdze. Inwertaza drozdzowa wykazuje optimum dziatania w
pH 4.0—5.5. Aktywno$¢ enzymatyczng inwertazy mozna oznaczy¢ réznymi metodami np.

metoda kolorymetryczna lub polarymetryczna.
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Rys.1. Sacharoza (o-D-glukopiranozylo-p-D-fruktofuranozyd) z zaznaczonym miejscem dziatania
inwertazy (Dubin i Turyna, 1999)

Sacharoza to disacharyd zbudowany z a-D-glukozy i B-D-fruktozy potaczonych wiazaniem
glikozydowym 1-2. W wigkszych ilosciach wystgpuje w burakach cukrowych i trzcinie

cukrowej. Nie posiada whasciwosci redukujacych.

Zastosowanie sacharazy w technologii zywnosci
Sacharaza otrzymywana jest gtéwnie z drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Enzym ten moze
by¢ stosowany w produkcji cukierniczej, do przygotowania syropéw cukru inwertowanego

uzywanego do wyrobu sztucznego miodu, cukierkdw, marmolad, konfitur, likierow itp.



Préby redukcyjne cukrow stanowia podstawe najczesciej stosowanych jakosciowych i
ilosciowych metod ich oznaczania. Wszystkie cukry proste wykazuja w $rodowisku
alkalicznym wtlasciwosci redukujace co jest zwiazane z obecnoscia w otwartej konfiguracji
tancuchowej cukru wolnej grupy aldehydowe;j (aldozy) lub ketonowej (ketozy). Wiasciwosci
redukujace dwucukrow sa uwarunkowane typem wiazania glikozydowego. Zazwyczaj] w
wiazanie jest wlaczony anomeryczny atom wegla tylko jednego z monosacharydow. Taki
disacharyd ma woéwczas jeszcze jedna wolna grupe aldehydowa lub ketonowa o
wlasciwosciach redukujacych (np. laktoza, maltoza) (Rys. 2). Natomiast, gdy oba
anomeryczne atomy wegla tworza wspdlne wiazanie, taki disacharyd jest cukrem
nieredukujacym (np. sacharoza) i dopiero po hydrolizie (kwasowej lub enzymatycznej)
powodujacej rozbicie wiazania glikozydowego pojawia si¢ wlasciwosci redukcyjne
poszczegdlnych sktadnikow cukrowych. Hydrolize sacharozy nazywa si¢ inwersja (stad
nazwa enzymu — inwertaza), poniewaz w jej wyniku otrzymuje si¢ zmiang kierunku
skrecalnos$ci ptaszczyzny $wiatla spolaryzowanego. Sacharoza skreca w prawo, a produkt jej
hydrolizy — cukier inwertowany — w lewo.

Istota prob redukcyjnych jest utlenienie cukru przez zwiazek, ktory sam ulega wowczas
redukcji. Zasada ta zostala wykorzystana w reakcji cukréw z odczynnikami Fehlinga,

Benedicta i Nylandera.
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Rys. 2. Struktura wybranych disacharydéw. Przedrostek o i B odnosi si¢ do konfiguracji przy
anomerycznym atomie wegla (*). Jezeli anomeryczny atom wegla drugiej reszty uczestniczy w
tworzeniu wiazania glikozydowego, jak w sacharozie, to taka reszt¢ glikozydowa nazywa sig
furanozydem lub piranozydem. Disacharyd, ktéry nie posiada wolnej potencjalnej grupy aldehydowej
lub ketonowej przy anomerycznym atomie wegla nie wykazuje wlasciwosci redukujacych. Maltoza i
laktoza sg cukrami redukujacymi; na rycinie zostaly przedstawione odpowiednio w formach o i f3
(Murray i in. 2010)

Proba Benedicta nalezy do najbardziej specyficznych i czutych prob pozwalajacych wykry¢
obecno$¢ cukrow redukujacych. Wystgpowanie w czasteczce wolnej grupy aldehydowej lub
ketonowej nadaje jej wihasnosci redukujace. Wtasciwosci redukujace cukrow ujawniaja sie

tylko w Ssrodowisku zasadowym, poniewaz w srodowisku kwasnym wolna grupa karbonylowa

jest zablokowana poniewaz wiacza si¢ w budowe pierScienia. Do wykrywania cukrow



redukujacych stosuje si¢ rozne czasteczki 1 jony: jod, jony metali cigzkich, jon
zelazicyjankowy. W probie Benedicta wykorzystuje si¢ jony Cu (II), ktére pod wptywem
cukréw redukujacych tworza Cu (I) dajac w alkalicznym $rodowisku pomaranczowej barwy
Cu,O.

Specyficznos§¢ dzialania enzyméw. Najwazniejsza cecha enzymoéw, odrozniajaca je od
innych katalizatoréw, jest duza ich swoisto$¢ wyrazajaca si¢ katalizowaniem reakcji
chemicznej okreslonego typu i ograniczonej tylko do okreslonej budowy substratu.
Swoistos$¢ kierunku dzialania. Enzym ma zdolno$¢ wybierania i katalizowania tylko jednej
reakcji sposroéd wielu mozliwych. Energia aktywacji dla tej reakcji zostanie tak obnizona, ze
bardzo szybko ustala si¢ stan rownowagi. Zjawisko to wyraza specyficzno$¢ dziatania
enzymu. Enzym katalizuje tylko jedno z wielu termodynamicznie mozliwych przeksztatcen

danej substancji. Inny enzym, o innej specyficzno$ci dziatania, wyzwala inng reakcje, np.:

oksydaza
—2H +H,0

dekarboksylaza
R,—CHNH ,—COOH R,—CH,—NH,+CO,

R,—CO—COOH+NH ,

aminotransferaza

R,—CO—COOH

R,—CO—COOH +R ,—CHNH ,—COOH

Specyficznos¢ substratowa. Specyficznos¢ w stosunku do substratu oznacza mozliwo$¢
wyboru przez dany enzym lup grupy strukturalnie podobnych zwiazkéw, z ktorymi wchodzi
w kompleks zdolny do dalszej reakcji. Specyficzno$¢ enzymu wobec substratu moze by¢
bardzo duza. Najwazniejszym jej wyrazem jest zdolnos$¢ kierowania przemiana tylko jednego
izomeru optycznego. W mieszaninie racemicznej DL-substratu pod wpltywem enzymu o
bezwzglednej swoistosci przestrzennej zostaje przeksztalcony tylko jeden izomer
przestrzenny. W reakcji odwrotnej syntetyzowany jest rowniez tylko jeden izomer, podczas
gdy ta sama reakcja w syntezie nieenzymatycznej daje mieszaning racemiczng. Przykladem
jest enzymatyczna redukcja pirogronianu do L-mleczanu. Podobny rodzaj specyficznosci
istnieje w odniesieniu do izomerow przestrzennych cis (Z)-trans (E). Enzym fumaraza dziata

tylko na fumarany, a nie przeksztalca maleiniandw.
4.1.1.

(IZH—COO‘ (lJIH—COO‘
CH—CO0O~ “QOC—CH
maleinian fumaran
Sa enzymy, ktore maja mata specyficzno$¢, np. lipazy kieruja hydroliza wiazan estrowych

niezaleznie od rodzaju alkoholu 1 kwasu tworzacego substrat. Enzymem o wigkszej swoistosci



jest maltaza, ktora hydrolizuje wiazania a-glukozydowe D-glukozy w maltozie, natomiast nie
dziala na wiazania B-glukozydowe i na cukrowce nie zawierajace D-glukozy. Natomiast
sacharaza katalizuje hydroliz¢ wszystkich oligosacharydéw zawierajacych reszt¢ [-D-
fruktofuranozy, takich jak sacharoza, rafinoza i inne (hydroliza wiazan B-glukozydowych).
Pepsyna rozbija najchetniej wiazania peptydowe utworzone przez grupy aminowe
aminokwasow aromatycznych, leucyny i aminokwasow kwasowych. Natomiast trypsyna
hydrolizuje wiazania peptydowe, w ktore zaangazowane sg grupy karboksylowe L-argininy i
L-lizyny. Obie te peptydazy ,,rozpoznaja” nie tylko rodzaj wiazania, ale rowniez budowg

aminokwasow sasiadujacych z hydrolizowanym wigzaniem.

Izolowanie i oczyszczanie enzymow

W izolowaniu i oczyszczaniu enzymoOw stosuje si¢ metody pozwalajace na otrzymanie ich w
stanie jednorodnym i bez utraty aktywnosci katalitycznej. Enzymy sa przewaznie nietrwate w
pH ponizej 5 i powyzej 9, ulegaja tatwo denaturacji cieplnej i powierzchniowej (podczas
pienienia si¢ roztworow) oraz inaktywuja si¢ w obecnosci soli metali cigzkich, dlatego tez ich
preparatyke przeprowadza si¢ w buforach o pH ok. 7, w niskich temperaturach, stosujac wode
podwdjnie destylowana i $rodki kompleksujace metale cigzkie oraz w razie potrzeby zwiazki
tiolowe.

Rozpuszczalne enzymy - szczegdlnie te, ktore znajduja si¢ w cytoplazmie - tatwo mozna
ekstrahowa¢ woda lub rozcienczonymi roztworami soli o wartosciach pH oddalonych od ich
punktu izoelektrycznego. Ekstrakcje enzymu przeprowadza si¢ zwykle po rozdrobnieniu
tkanek w homogenizatorze. Aby oddzieli¢ enzymy mocno wbudowane w ziarnisto$ci
komorek oraz w kompleksy biatkowe, lipidowe 1 wielocukrowe, trzeba stosowa¢ dodatkowo
takie sposoby, jak zamrazanie i odtajanie, ekstrakcjg butanolem, wprowadzenie $rodkow
zmniejszajacych napigcie powierzchniowe, np. detergentow itp.

Metody oczyszczania i frakcjonowania enzymow sa bardzo réznorodne i rozpuszczalnikami
organicznymi, gldwnie acetonem, etanolem w niskiej temperaturze lub eterem. Zastosowanie
ponadto chromatografii, elektroforezy czy ultrawirowania pozwala oczysci¢ prawie kazdy
enzym. Duze mozliwos$ci otrzymywania jednorodnych preparatoéw enzymatycznych stworzyt
rozwo6j chromatografii powinowactwa. Ostatnim etapem oczyszczania moze by¢ Krystalizacja,
ktorej wielokrotne powtdrzenie zwykle dostarcza preparatow o duzej aktywnosci. Enzymy
typu albumin tatwo krystalizuja przez dosycenie roztwordw siarczanem amonu Ww
odpowiedniej temperaturze i pH, a enzymy typu globulin mozna wykrystalizowaé przez
dializ¢ wobec wody. Niekiedy mozna spowodowac krystalizacje przez dodanie $rodka

odciagajacego wodg (etanol lub aceton).



Czes¢ doswiadczalna

Cwiczenie 6.
Inwertaza — izolowanie enzymu i wykrywanie jego aktywnosci

1)

OTRZYMYWANIE PREPARATU INWERTAZY Z DROZDZY

4 ¢ drozdzy rozciera¢ w mozdzierzu z piaskiem (8 g), przez 5 min., nastgpnie dodac¢ okoto
20 ml wody i ponownie doktadnie rozetrzec.

Odwirowaé¢ w temp. 20°C, przez 10 min. przy 5 000 obr/min. (program 9).

Zmierzy¢ za pomoca cylindra miarowego objeto$¢ supernatantu (cieczy nadosadowej).
Do innego cylindra miarowego odmierzy¢ 5-krotna objeto$¢ acetonu i przela¢ do butelki
z tworzywa sztucznego.

Supernatant rowniez przela¢ do butelki, w ktorej znajduje sig juz aceton.

Butelke mocno zakreci¢, zawarto$¢ doktadnie wymieszaé przez intensywne wytrzasanie
w czasie ok. 10 sekund.

Zawartos$¢ butelki przela¢ do zlewki nr 1 i odczeka¢ 3 minuty na wytracenie si¢ osadu.
Odwirowaé w temp. 20°C, przez 2 min. przy 2 000 obr/min. (program 8)

Supernatant (aceton) przela¢ do znajdujacej si¢ na stanowisku butelki zawierajacej aceton
a do falkonéw z osadem doda¢ po 3 ml wody destylowane;.

Odwirowaé w temp. 20°C, przez 10 min. przy 5 000 obr/min. (program 9)

2) WYKRYWANIE AKTYWNOSCI WYIZOLOWANEGO ENZYMU

a)

b)
c)

Proba kontrolna — reakcja Benedicta

Przygotowac 4 proboéwki. Do pierwszej nalezy doda¢ 2 ml 1% sacharozy, do drugiej 2 ml
wody destylowanej, do trzeciej 2 ml 1% laktozy, do czwartej 2 ml 1% skrobi.

Do kazdej proboéwki doda¢ 1 ml odczynnika Benedicta.

Wstawi¢ probowki do wrzacej wody (na ok. 5 min.).

Wyjasnienie:

Cukry redukujace redukuja miedz (1) z odczynnika Benedicta do miedzi (I). Powstajacy w

reakcji osad Cu,O ma rozne zabarwienie (od zielonego, przez zétty do pomaranczowego, a

nawet czerwonego), w zaleznosci od stezenia cukrow redukujacych w probie. Zanotowac i

zinterpretowac wyniki.

Wyniki zapisz w tabeli: Obecno$¢ cukréow redukujacych w badanych probkach przed
dodaniem inwertazy (+/-)



Schemat do$Swiadczenia

Numer probowki 1 2 3 4
Substrat (2 ml) sacharoza woda laktoza skrobia
Odczynnik (1 ml) odczynnik Benedicta
Wynik proby
(+ lub -)

e  Wilasciwa proba

a) Przygotowac 4 probowki. Do pierwszej nalezy doda¢ 2 ml 1% sacharozy, do drugiej 2 ml
wody destylowanej, do trzeciej 2 ml 1% laktozy, do czwartej 2 ml 1% skrobi.

b) Do kazdej probowki doda¢ 2 ml otrzymanej inwertazy i inkubowaé w 37°C przez 10
minut.

c) Do kazdej probowki doda¢ 1 ml odczynnika Benedicta.

d) Wstawi¢ probowki do wrzacej wody (na ok. 5 min.).

Wyjasnienie:

Cukry redukujace redukuja miedz (II) z odczynnika Benedicta do miedzi (I). Powstajacy w
reakcji osad Cu,0O ma rézne zabarwienie (od zielonego, przez z6tty do pomaranczowego, a
nawet czerwonego), w zaleznosci od stezenia cukrow redukujacych w probie. Zanotowac i
zinterpretowac wyniki.

Wyniki zapisz w tabeli: Obecno$¢ cukrow redukujacych w badanych prébkach po dodaniu
inwertazy (+/-)

Schemat do$wiadczenia

Numer proboéwki 1 2 3 4
Substrat (2 ml) sacharoza woda laktoza skrobia
Enzym (2 ml) inwertaza inwertaza inwertaza inwertaza
Odczynnik (1 ml) odczynnik Benedicta
Wynik proby
(+lub -)
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