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TEMA

SACHARIDY

Uloha 21:

Izolacia kvasinkovej sacharazy

Princip:

Sacharaza (invertaza; systémovy ndzov: [-D-fruktofuranozidfruktohydrolaza;
systemove cislo: EC 3.2.1.26) je enzym, ktory Stiepi sacharozu (okrem inych sub-
stratov). Z jednej molekuly neredukujucej sacharozy vznikaju 2 molekuly reduku-
Jucich cukrov: D-glukozy a D-fruktozy.

; sacharaza , .
sachar6za ——— = D-glukodza + D-fruktéza

Vzniknutej ekvimoldarnej zmesi glukozy a fruktozy hovorime invertny cukor (in-
vert).

Michaelisova konstanta (K,,) pre sacharézu je 9,1 x 10 M (v maldtovom tlmi-
vom roztoku, pH 4,6).

Molekulova hmotnost sacharadzy z kvasiniek je 270 000 g/mol (270 kDa).
Inhibitory: Enzym je inhibovany kationmi tazkych kovov (Ag*, Cu**, Hg’"). Je
reverzibilne (vratnym sposobom) inhibovany v nizkych koncentraciach mocoviny,
pri ktorych nedochadza k vyraznym zmenam v Strukture proteinu. Pri vysokych
koncentraciach mocoviny (8 M) dochadza k ireverzibilnej (nevratnej) inaktivdcii,
ktora je sprevadzana zmenami v sekundarnej a tercidrnej Strukture enzymu.
Stabilita: Je stabilny pri 4 °C, uskladneny v suchom stave. Vodny roztok enzymu
moze byt pouZzity po dobu niekolkych tyzdnov, ked’ je uskladneny pri 4 °C.
Kvasinkova sachardaza nedifunduje cez bunkovu membranu, preto sa musi pred
extrakciou rozrusit rozotretim s kremennym pieskom.

Reagencie:

1. 10 g pekarenského drozdia
2. kremenny piesok

Material:

trecia miska, centrifuga, centrifuga¢né skimavky, kadi¢ka s objemom 100 ml

Postup:

10 g Cerstvého pekdrenského drozdia rozotrieme v trecej miske s troSkou
kremenného piesku. Priddvame po Castiach 10 ml vody a rozotierame 5 min.
Potom v niekolkych davkach priddme este 20 ml vody a dobre premieSame.
Suspenziu nechame stat’ 30 min pri 25 — 30 °C. Potom ju 15 min centrifugujeme
pri 3000 ot/min (1000 g). Supernatant prelejeme do Cistej kadicky a pouzijeme
na d’alSie stanovenia.

Uloha 22:

Stanovenie koncentrdcie sacharazy Lowryho metodou

Princip:

Pri Lowryho metode bielkovina najprv reaguje s mednatymi ionmi
v alkalickom prostredi, pricom dochadza k ich redukcii na medné iony. Nasledne
dochdadza ucinkom mednych ionov kredukcii kyseliny fosfomolybdeno-
fosfovolframovej, ktord je sucastou Folinovho cinidla. Findlny produkt tejto re-
akcie ma modré sfarbenie.

Reagencie:

1.  roztok A: 2 % uhlicitan sodny v 0,1 M hydroxide sodnom

2. roztok B: 0,5 % pentahydrat siranu med’natého v 1 % tetrahydrate vina-
nu sodnodraselného (roztoky A, B zmiesame max. 4 hod. pred cvicenim v
pomere 50:1)

3. Folinovo ¢inidlo

4. Standardny roztok bielkoviny (hovddzi albumin) s koncentraciou
50 mg/100 ml

5. Britton tlmivy roztok (0,1 M acetatovy tlmivy roztok) s pH 5,0

6. vzorka izolovanej sachardzy

Material:

sada skumaviek, stojan na skamavky, sklenené pipety s nadstavcom, absorpcny
spektrofotometer, plastové kyvety, laboratorna trepacka
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Postup: Na stanovenie koncentracie sacharazy pouZzijeme Standard hovidzieho al-
buminu s koncentraciou 50 mg/100 ml. Do oznacenych sktimaviek pipetujeme
roztok Standardu podl'a tabulky 3.4 a postupujeme podla pokynov v nej uvede-
nych. Do skiimavky so vzorkou pipetujeme namiesto Standardu 1 ml nariede-
ného roztoku sacharazy. Riedime acetatovym timivym roztokom s pH 5,0, a to
nasledovne: 1 ml roztoku izolovanej sachardzy + 4 ml tlmivého roztoku (5-
nasobné zriedenie).

TABULKA 3.4 0 1 2 3 4 5 vzorka
Standard albuminu  [ml] - 0,05 0,10 0,25 0,50 0,75 -
sacharaza (zriedend) [ml] - - - - - - 1
destilovana H,O [ml] 1 0,95 0,90 0,75 0,50 0,25 -

A +B(50:1) [ml] 5 5 5 5 5 5 5

premiesat’
nechat’ 10 min reagovat’

Folinovoéinidlo  [ml]| 05 | 05 [ 05 | 05 | 05 | 05 | 05

premiesat’
nechat’ 30 min reagovat’
urcit’ absorbanciu pri 750 nm

mnozstvo bielkovin

v sklimavke [mg]y 0 0,025 | 0,050 | 0,125 | 0,250 | 0,375 XS

absorbancia pri 750 nm -

Vyhodnote- Pomocou kalibraénych roztokov (skiimavky 1 az5) zostrojime kalibra¢ny

nie: graf (zavislost’ absorbancie Standardného roztoku hovéddzieho albuminu pri
750 nm od mnozstva) a z neho ur¢ime mnoZzstvo vyizolovanej sacharazy v mg
na 1 ml vzorky (xs). Pre spravne urcenie jej koncentracie je potrebné vynasobit’
hodnotu xs zriedenim povodného roztoku sacharazy.

Uloha 23: |Stanovenie aktivity sachardzy na ziklade redukujiicich sacharidov

Princip: Enzymova aktivita je mierou mnozZstva aktivheho enzymu pritomného v roz-

toku. Uvddza sa v jednotkach 1 U (unit), prip. 1 kat (katal).
1 U predstavuje mnozstvo enzymu, ktoré katalyzuje pri saturdcii substrdatom
premenu 1 umol substratu za I min.
1 kat sa rovna mnozZstvu enzymu, ktoré premeni 1 mol substratu za 1 s.
1 U odpoveda 16,67 nkat (nanokatal).

K stanoveniu aktivity sacharazy mozno vyuzit' dve metody:
a) polarimetricka metoda je zaloZena na zmendch optickej otacavosti roztoku
("inverzia" sacharozy).
b) spektrofotometricka metoda vyuziva redukcné viastnosti jedného z reakcnych
produktov, ato D-glukozy. Ta v alkalickom prostredi a pri zvySenej teplote
(100 °C) redukuje 3,5-dinitrosalicylat (DNS) na 3-amino-5-nitrosalicylat, co sa
prejavi zmenou sfarbenia roztoku zo Zltej na tmavooranzovu farbu:

H (0]

5 COO-Na+ o
H——OH H——OH
O,N O,N O-Na+
— O-Na+ — =
310 ot 2" 4 3NaoH ———=3MOT R 4 + 2H,0
H——OH H——OH
OH OH
H——OH H——OH
NO, NH,
CH,OH CH,OH
D-glukéza D-glukonat sodny
3,5-dinitrosalicylat sodny (DNS) 3-amino-5-nitrosalicylat sodny

Sacharidy s keto skupinou (fruktoza) mozu v ramci svojej otvorenej formy izome-
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rizovat skrz sériu tautomérnych premiestnenti, pricom vznika aldehydova skupi-
na. Takze, aj ked’ sa vo vSeobecnosti ketozy povazuju za redukujuce sacharidy,

v skutocnosti je to ich izomér s aldehydovou skupinou, ktory je redukujuci. Bez
tejto izomerizdcie ketony nemozu byt oxidovane. K tomuto typu izomerizdcie
dochadza v alkalickom prostredi pri zvysenej teplote (100 °C).

Aktivitu sachardzy mozno vypocitat na zaklade mnozstva vzniknutych redukuju-
cich sacharidov (invertu) za jednotku casu.

Reagencie:

1. 0,1 M acetatovy tlmivy roztok (CH3COONa + CH3COOH) s pH 5,0

2. Standardny roztok redukujtcich sacharidov s koncentraciou 200 mg/100 ml

(100 mg fruktézy a 100 mg glukézy v 100 ml vodného roztoku, ¢o predsta-

vuje roztok s molarnou koncentraciou invertného cukru 0,0056 M)

zasobny roztok sacharézy s koncentraciou 0,5 M

4. roztok sachardzy z ulohy 21 ziskany zriedenim supernatantu acetatovym
tlmivym roztokom s pH 5,0

5. roztok DNS (3,5-dinitrosalicylat), ktory pripravime zmieSanim 8 g NaOH,
5g kyseliny 3,5-dinitrosalicylovej a 150 g vinanu sodnodraselného
v 1000 ml roztoku (vysledné molarne koncentracie su 0,2 M NaOH, 22 mM
DNS a 0,5 M vinan sodnodraselny).

(98]

Material:

sada skiimaviek, stojan na skiimavky, sklenené pipety s nadstavcom, absorpény
spektrofotometer, plastové kyvety, laboratorna trepacka, vodny kupel’

Postup:

A. Kalibra¢ny graf pre stanovenie mnoZstva invertného cukru

Na stanovenie mnozstva invertného cukru (ekvimolarna zmes glukézy a fruk-
tozy) pouZzijeme Standardny roztok obsahujici zmes glukézy a fruktdzy
s celkovou koncentraciou 200 mg/100 ml. Do oznacenych skimaviek pipetujeme
roztok Standardu podla tabul’ky 3.5 a postupujeme podla pokynov v nej uvede-
nych.

TABULKA 3.5 0 1 2 3 4

Standard glukézy a fruktézy [mi] - 0,4 0,8 1,2 1,6

destilovana H,O [mi] 3 2,6 2,2 1,8 1,4

DNS

N |— ||

[ml] 2 2 2 2 2

premiesat’
8 min nechat’ reagovat’ vo vodnom kupeli pri 100 °C
ochladit’ na laboratornu teplotu
urcit’ absorbanciu pri 540 nm

mnozstvo invertu v skimavke [mg] 0 0,8 1,6 2,4 3,2 4

latkové mnozstvo invertu [umol] 0 2,2 4.4 6,7 8.9 11

absorbancia pri 540 nm -

B. Zavislost’ aktivity sacharazy od koncentracie substratu

Do oznacenych skumaviek pipetujeme zasobny roztok sachar6zy s koncen-
traciou 0,5 M podla tabulky 3.6 a postupujeme podl'a pokynov v nej uvede-
nych.

TABULKA 3.6 0 1 2 3 4 5 6

0,5 M roztok sacharézy  [ml] 0,5 0,05 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

0,1 M acetatovy tlmivy roztok 0.5 0,85 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4

(pH 5,0)

[ml]

premiesat’

sklenenou pipetou rychlo pridat’ postupne do kazdej skimavky roztok sacharazy, obsah sku-

mavky premiesat’ a siasne zaznamenat’ ¢as:
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sacharaza (zriedena) [ml]

- o1 | o1 [ o1 | o1 | 01 | 01

po uplynuti 10 min (pre kazda skimavku osobitne):

zaCiatocna Kkoncentracia sub-
stratu (sacharozy) v1ml [M]

absorbancia pri 540 nm -

DNS [ml] 2 | 2 | 2 | 2 | 2 | 2 | 2
premiesat’

destilovana H,O [ml] 2 l 2 l 2 l 2 l 2 l 2 ‘ 2
premiesSat’

8 min nechat’ reagovat’ vo vodnom kupeli pri 100 °C
ochladit’ na laboratoérnu teplotu
urcit’ absorbanciu pri 540 nm

- 0,025 | 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

latkové mnozstvo invertu (gluko-
za + fruktoza) v skimavke [pumol]

aktivita sacharazy [U/ml] — a1 a2 as a4 as a6

— X1 X2 X3 X4 X5 X6

roztok v skiimavke s ozna¢enim ,,0° pouZzijeme pri merani absor-
bancie ako referenciu

Vyhodno-
tenie:

A. Pomocou kalibracnych roztokov (skimavky 1 az 5 v tabul’ke 3.5) zostroji-
me kalibraény graf (zavislost' absorbancie Standardného roztoku zmesi
glukozy a fruktdzy — invertu — od latkového mnozstva v pmol).

B. Z kalibracného grafu v cCasti A zistime latkové mnoZstva sacharazou
vzniknutého invertného cukru (x1 az x6, tabul’ka 3.6).

Nasledne z tychto tdajov o mnoZstve vypocitame aktivitu sacharazy (a1 az
ae, tabul’ka 3.6) a prepocitame na 1 ml pdvodného neriedené¢ho enzymové-
ho preparatu.

Zostrojime graficki zéavislost aktivity sacharazy (os y) od zaciato¢nej
koncentracie substratu (os x).

Priklad vypoc¢tu aktivity a Specifickej aktivity sacharazy:

Predpokladajme, Ze za danych podmienok (20 °C, pH 5,0), 0,1 ml riedeného enzymu uvolni
za 10 min reakcie 2,2 pmol invertu (ekvimoldrna zmes glukdzy a fruktozy). Udaj 2,2 pmol bol
ziskany z kalibra¢ného grafu v Casti A.

V tom pripade by sa pdsobenim 1 ml pouzitého riedeného enzymu za 1 min uvolnilo:
2,2 pmaol
—— x 10 = 2,2 pmol invertu /min

10 min

1 ml pévodného (neriedeného) enzymu by v nasom pripade (5-nasobné zriedenie) uvolnilo 5-

krat viac invertu:

pmaol

min

Ked’ze pre medzinarodne stanovenu enzymovu jednotku (U) plati (vid’ Princip k tejto ulohe):
1 U =1 umol substratu, resp. produktu za minttu,

predstavuje vypocitany udaj hodnotu aktivity.

2.2

¥ 5 = 11 pmaol invertu/min

Zaver: 1 ml povodného preparatu sacharazy ma aktivitu zodpovedajucu za podmienok pouzitej
metody (20 °C, pH 5,0) 11 umol/min, t.j. 11 U.

Ak by sme chceeli zistit’ §pecificka aktivitu enzymu, potrebovali by sme na to tdaj o mnozstve
enzymu v mg/ml (vid’ aloha 22). Predpokladajme, Ze mnoZzstvo enzymu v pdvodnom preparate
je 0,5 mg/ml. V tom pripade by sa Specificka aktivita pocitala nasledovne:
11 - o i
05 25 mg
 ml

Zaver: Specifickd aktivita vyizolovanej sacharazy je za vyssie uvedenych podmienok 22 U/mg.
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Uloha 24: | Vplyv pH na aktivitu sachardzy
Reagencie: 1. 0,1 M acetatové tlmivé roztoky (CH;COONa + CH3COOH) s pH 3,6; 4,6;
53a59
2. 0,1 M roztok kyseliny chlorovodikovej (pH 1,8)
3. 1 % roztok hydroxidu sodného (pH 13)
4. 0,5 M zasobny roztok sachardzy
5. roztok sachardzy z wlohy 21 ziskany zriedenim supernatantu acetatovym
tlmivym roztokom s pH 5,0
Materidl: sada skimaviek, stojan na skimavky, sklenené pipety s nadstavcom, absorpcny
atertac spektrofotometer, plastové kyvety, laboratdrna trepacka, vodny kupel
Do oznacenych skumaviek pipetujeme zo zasobného roztoku sacharozy s
Postup: koncentraciou 0,5 M podla tabulky 3.7 a postupujeme podla pokynov v nej
uvedenych.
TABULKA 3.7 0 1 2 3 4 5 6
0,5 M sacharéza [ml] 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
aceta,.tOV},’ tlle}” pH 396 = 356 456 553 599 -
roztok objem [ml] 0,9 — 0,8 0,8 0,8 0,8 -
0,1 M HCI ml] | - 0,8 — — — - -
1 % NaOH [mi] - - - - - - 0,8
premiesat’

sklenenou pipetou rychlo pridat’ postupne do kazdej skimavky roztok sacharazy, skiimavku

premiesat’ a siasne zaznamenat’ ¢as:

absorbancia pri 540 nm -

sachariza (zriedend) mj| — | o1 | o1 [ o1 | o1 | 01 | 01
po uplynuti 10 min (pre kazdt skiimavku osobitne):
DNS mj| 2 | 2 | 2 | 2 | 2 | 2 | 2
premiesat’
destilovana HO [ml] 2 ‘ 2 ‘ 2 ‘ 2 ‘ 2 ‘ 2 ‘ 2
premiesat’

8 min nechat’ reagovat’ vo vodnom kupeli pri 100 °C
ochladit’ na laboratdrnu teplotu
urcit’ absorbanciu pri 540 nm

latkové mnozstvo invertu (gluko- , , , , , ,
za + fruktoza) v skiimavke [pmol]

- X1 X2 X3 X4 X5 X6

aktivita sacharazy [U/ml] ‘ - a1 a2 a's a'y a's a's

roztok v skiimavke s oznac¢enim ,,0° pouZzijeme pri merani absor-
bancie ako referenciu

Vyhodno-
tenie:

Z kalibra¢ného grafu v ulohe 23 (¢ast’ A) zistime latkové mnoZstva invert-
ného cukru (x'1 az x's, tabul’ka 3.7).

Vypocitame aktivitu sacharazy (a't az a's, tabul’ka 3.7) a zostrojime graficka
zavislost’ aktivity sacharazy (os y) od pH (os x). Nazorny priklad vypoctu akti-
vity je uvedeny vo vyhodnoteni v tlohe 23.
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