Praktické cvicenia z biochémie

Sedlak, Varhaé¢, Danko, Paulikovd, Podhradsky, 2020

TEMA

ENZYMY

Uloha 28:

Vplyv pH na aktivitu a-amylazy

Princip:

Enzym a-amylaza (EC 3.2.1.1), ktory sa nachadza v slindach, hydrolyticky
Stiepi 1,4-a-D-glykozidové vizby Skrobu a podobnych polysacharidov za vzniku
maltozy, maltotriozy a rozvetvenych oligosacharidov. Priebeh tejto reakcie moz-
no sledovat pomocou jodu. Intenzivne modré sfarbenie s jodom, ktoru dava amy-
loza je vysledkom javu, pri ktorom sa molekula jodu dostava do dutin vytvore-
nych glukozovymi jednotkami avo forme Klatratu javi silnu absorpciu svetla.
Sposobom iicinku sa a-amyldza podoba endopeptidazam, to znamend, Ze Stiepi
makromolekulu Skrobu vo vnutri retazca. Prvymi Stiepnymi produktmi su oli-
gosacharidy, ktoré sa az po dlhsom posobeni enzymu odburavaju na maltozu
a maltotriozu (tie s jodom nereagujii). Amyldza je inhibovand jodom, a preto sa
nim nesmie inkubovand zmes znecistit. Recipro¢nd hodnota casu (1/1), ktory je
potrebny na uplné rozstiepenie Skrobu, moZe sluZit’ ako miera aktivity enzymu.
Aktivita enzymov velmi zavisi od koncentracie vodikovych ionov. Ak sa reakcia
uskutocni v tlmivych roztokoch s roznymi pH, potom mozno zistit’ najvyhodnejsiu
hodnotu pH pre aktivitu enzymu, tzv. optimum pH.

Reagencie:

1. 1% roztok skrobu

2. 0,2 M roztok chloridu sodného

3. 0,1 M fosfore¢nanové timivé roztoky s pH 5,8; 6,7; 7,1; 7,4a 7,8
4.  roztok a-amylazy (0,1 g/10 ml, pripraveny pred cvicenim)

5. 0,02 M roztok joédu

Material:

sklenené pipety s nadstavcom, skumavky, stojan na skimavky, stopky, 96-
jamkové platnicky, mikropipety, sklenené trubi¢ky na odoberanie vzoriek, tre-
packa

Postup:

Urcenie optimalneho pH pre Stiepenie Skrobu a-amyldazou
Do oznacenych skiimaviek pipetujeme roztoky podla tabulky 4.5.

TABULKA 4.5 1 2 3 4 5

pH 58 6,7 7,1 7,4 7,8

1 % Skrob

[mi] 2,5 25 2,5 2,5 25

0,2 M NaCl

[mi] 1 1 1 1 1

tlmivy roztok

[mI] 1 1 1 1 1

premiesat’

[min]

1/t

[min]

Dalej pracujeme s kazdym roztokom zvlast. Najprv si do 96-jamkovej platnic-
ky rozpipetujeme 0,02 M roztok jodu (20 ul do kazdej jamky). Potom do prvej
skimavky priddme 0,3 ml roztoku enzymu, zamieSame a zaznamename cas za-
Ciatku reakcie. Po prvej mintite odoberieme zo skiimavky (mikropipetou alebo
sklenenou trubickou) vzorku reakénej zmesi a kvapneme ju do prvej jamky
s roztokom jodu. Ak sa roztok sfarbi, znamena to, ze Stiepenie Skrobu nebolo
uplné a proces odoberania vzorky z reakénej zmesi opakujeme. V pripade potre-
by (s bliziacim sa koncom reakcie), skratime ¢asovy interval pre odoberanie vzo-
riek na 30 az 15 sekund. Opakujeme, az kym sa jod prestane farbit’. Takto zisti-
me celkovy Cas potrebny na uplné rozstiepenie Skrobu, a teda ukoncenie reakcie.
Analogicky postupujeme aj s roztokmi v d’alsich skimavkach (vzdy po jednej).
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Obrazok 4.6 Viavo: 96-jamkova platnicka s jamkami obsahujicimi 0,02 M roztok jodu
pripravend na detekciu skrobu. Vpravo: jamky Al az C12 boli pouZité na monitorovanie
priebehu Stiepenia Skrobu o-amylazou. Sfarbenia od tmavomodrej az po svetlohnedu
svedcia o pozitivnej reakci.

Vyhodnote- Recipro¢né hodnoty casu (os y) nanesieme na graf oproti pH (0s x)
nie: a ziskanymi bodmi prelozime krivku, z ktorej od¢itame pH optimum.
Zaver: Uvedieme optimélne pH pre a-amylazu.
Uloha 29: |Substrdtovd Specificita glykoziddz: sachardzy a a-amyldzy
Reagencie: | 1. 1 % roztoky: sachardzy, skrobu a glukdzy
2. roztok sacharazy (vyizolovana v ulohe 21)
3. roztok a-amylazy (0,1 g/10 ml, pripraveny pred cvi¢enim)
4. Benediktiho ¢inidlo (100 g NaxCO3 a 173 g citranu sodného rozpustime
v 700 ml destilovanej vody. Po ochladeni pridame 13,7 g CuSO4 rozpuste-
ného v 100 ml vody a doplnime destilovanou vodou do 1000 ml.)
5. 0,02 M roztok jodu
Material: | skimavky, stojan na skimavky, mikropipety, vodny kapel’, laboratorna trepacka
Postup: Do oznaenych skiimaviek pipetujeme roztoky podl'a tabul’ky 4.6 a postupu-
jeme podla pokynov v nej uvedenych.
TABUL’KA 4.6 1 2 3 4 5 6 7 8
1 % sacharoza [mi] 1 1 - - - - - -
1 % skrob [ml] — - 1 1 — - 1 1
1 % glukoza [mi] — - — — 1 1 - -
sacharaza [ml] 0,5 - 0,5 - - - - -
amylaza [mi] - 0,5 - 0,5 - - - -
premieSat, 15 min inkubovat’ pri laboratorne;j teplote
Benediktiho ¢inidlo  [ml] 2 2 - - 2 - 2 -
0,02 M jod — - 2kv. | 2kv. - 2 kv. - 2 kv.
15 min vodny kapel pri 100 °C ano | ano nie nie ano nie ano nie
;Qr/l?::dno_ Zaznamename a vysvetlime sfarbenia v jednotlivych skamavkach.
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