Uloha 6 — Sacharasa — imobilizace, substrdtovd specifita, stanoveni aktivity
Princip ulohy

jména:

obor: datum provedeni:

prilohy protokolu: graf: ¢asova zavislost konverze sacharosy v enzymovém reaktoru (graf: kalibra¢ni
pfimka pro stanoveni redukujicich sacharidi Somogyiho metodou)

OKRUHY K PRIPRAVE

Redukujici a neredukujici sacharidy. Sacharasova reakce, princip mefeni sacharasové aktivity. Rychlost
enzymové reakce, aktivita enzymu. Specificka aktivita enzymu. Chemické vypocty.

Obory molekularni biologie, chemie, biochemie (pétihodinova a sedmihodinova cvi€eni):
¢asti A, B, C.

Biologické obory kromé molekularni biologie (tfihodinova cvic¢eni): ¢asti A, D.

Ucitelské kombinace (étyrhodinova cvic€eni): ¢asti A, D.

PRINCIP ULOHY

A. Priprava enzymového minireaktoru (imobilizace sacharasy

v alginatovém gelu)

Vyhodou imobilizace enzymu je moznost jeho opakovaného pouziti. V enzymovych reaktorech byva
enzym zpravidla uzavien v Casticich gelu nebo mikrokapsulich. Pfi pritoku substratu reaktorem dochazi

k jeho pfeméné na produkt. V enzymovych reaktorech lze snadno udrzovat optimalni podminky enzymové
reakce.

Sacharasa (invertasa, systematicky nazev: f-D-fruktofuranosid-fruktohydrolasa) hydrolyzuje disacharid
sacharosu za vzniku monosacharidt glukosy a fruktosy:
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sacharosa - glukosa + fruktosa

Kvasni¢na sacharasa je glykoprotein s molekulovou hmotnosti cca 270 kDa ktery je lokalizovan na vnéjsi strané
bunky, odkud muze byt pomérné snadno uvolnén. (Jina forma enzymu, pfitomna jen v malém mnozstvi, se nachazi
uvnité buiiky.) Stépeni sacharosy kvasni¢nou sacharasou na smés glukosy a fruktosy (tzv. invertni cukr) mé
pramyslovy vyznam (invertni cukr ma vyssi sladkost nez sacharosa). Pekai'ské kvasnice produkuji velkd mnozstvi
sacharasy a zanedbatelna mnozstvi ostatnich glykosidas.

Sacharosa (a-D-glukopyranosyl-(1-2)-p-D-fruktofuranosa) je neredukujici disacharid trehalosového typu,
vznikly spojenim glukosové a fruktosové podjednotky prostiednictvim jejich polo acetalovych
hydroxylovych skupin. Mnozstvi glukosy a fruktosy vzniklych sacharasovou reakci lze stanovit metodou
podle Somogyiho.
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B. Substratova specifita sacharasy
Jako alternativni substraty sacharasy budou v tloze dale pouzity disacharid trehalosa a trisacharid rafinosa.

Trehalosa (o-D-glukopyranosyl-(1-1)-a-D-glukopyranosa) je neredukujici disacharid vznikly spojenim
glukosovych podjednotek prostiednictvim jejich polo acetalovych hydroxylovych skupin. Hydrolyzou
trehalosy vznika glukosa, jejiz mnozstvi Ize na zaklade¢ jejich redukujicich vlastnosti stanovit metodou podle
Somogyiho.

Rafinosa (a-D-galaktopyranosyl-(1-1)-a-D-glukopyranosyl-p(1-2)-D-fruktofuranosa) je neredukujici
trisacharid, vznikl spojenim galaktosové, glukosové a fruktosové podjednotky prostiednictvim jejich polo
acetalovych hydroxylovych skupin. Hydrolyzou mohou vznikat redukujici produkty, jejichz mnozstvi lze
stanovit na zaklad¢ jejich redukujicich vlastnosti metodou podle Somogyiho.
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Substratova specifita kvasni¢né sacharasy bude v této uloze stanovena orientacné pomoci méteni rychlosti
vzniku redukujicich sacharidii béhem sacharasové reakce pti laboratorni teplotg.

Rychlost enzymové reakce lze definovat jako zménu koncentrace substratu ¢ (mol/l) za Cas ¢ (s) podle
vzorce: v [mol.s’L.I"] = de/dt.

C. Stanoveni aktivity sacharasy v kvasnicich

V této Casti Glohy bude stanovena aktivita sacharasy a specificka aktivita sacharasy za optimalnich
podminek (teplota, pH, nasyceni enzymu substratem) v kvasnicich.

Enzymova aktivita (mol.s?) je definovana jako limitni rychlost enzymové reakce za definovanych
podminek: saturace enzymu substratem, pH a teplotni optimum. Aktivitu lze vypocitat vynasobenim limitni
rychlosti enzymové reakce objemem reakéni smési.

Zikladni jednotkou enzymové aktivity je katal (kat), coZ je takova aktivita enzymu, ktera pfeméni 1 mol
latky za sekundu (kat = mol/s). Pro praxi je tato jednotka pfili§ vysokd, aktivita enzymu se obvykle
vyjadiuje v jednotkach pkat (umol pfeménéné latky za sekundu) nebo nkat (nmol pfeménéné latky za
sekundu). Dalsi moznosti, jak vyjadfovat enzymovou aktivitu, je mezinarodni jednotka (IU), ktera je
definovana jako pmol/min.

Specificka aktivita enzymu je aktivita vztaZzenad napt. k hmotnosti celkového proteinu (napt. nkat/mg).,
k objemu (napf. nkat/ml) nebo hmotnosti (napt. nkat/mg) biologického vzorku
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D. Stanoveni koncentrace redukujicich sacharidi Somogyiho metodou

Sacharidy obsahujici volnou hemiacetalovou hydroxylovou skupinu redukuji v alkalickém prostiedi za
zvySené teploty (100 °C) komplexni médnatou stl za vzniku médnych iontd, které dale redukuji
arsenomolybdenan na molybdenovou modi — barevny reakéni produkt s absorpénim maximem pii vinové
délce 740 nm, jehoZ koncentraci lze stanovit fotometricky (zbarveni je stalé po dobu nékolika hodin. Metoda
je vhodna pro vzorky obsahujici velmi mala mnozstvi redukujicich sacharidt (fadové 0,1 pmol).
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PRAKTICKA CAST A. Imobilizace sacharasy v alginatovém gelu,
pfiprava enzymového minireaktoru

Material a vybaveni:

pekatské kvasnice

0,1 mol.I"! fosfatovy pufr pH 8,0

1,5 % alginat sodny

0,1 mol.I"! chlorid vépenaty

0,1 mol.I"! sacharosa v 0,1 mol.I"! octanovém pufru pH 5 (Eerstvé piipraveny roztok)

Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo I (roztok uhli¢itanu sodného, vinanu sodno-draselného a siranu sodného)
Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo II (roztok siranu méd’natého a siranu sodného)

Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo III (roztok molybdenanu amonného a hydrogenarseni¢nanu sodného v kyseliné
sirové)

Erlenmeyerova barika a tycinka nebo homogenizator, odmérny valec, predvazky, elektromagneticka michacka,
michadélko, centrifuga, centrifugacni kyvety, injekcni strikacka s jehlou, kadinky, [Zicka, chromatograficka kolona,
odmerné zkumavky, pipety, davkovace, pumpickové davkovace, zkumavky, vortex, stopky, kruhovy stojan na
zkumavky, hrnec, kahan a trojnozka nebo varic, fotometr

V uloze pracujete s toxickymi ¢inidly (zejména Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo lll) - pracujte
se zvySenou opatrnosti!

Postup:

Priprava enzymového minireaktoru: Suspenzi kvasnic (asi 10 g kvasnic ve 30 ml fosfatového pufru), ktera
byla michana 4 — 12 hodin, centrifugujte 10 minut pti 5000 ot/min. Odeberte 4 ml supernatantu a pridejte
knému 20 ml roztoku alginatu sodné¢ho. Touto smési napliite injekéni stfikacku a smés pomalu (po
jednotlivych kapkach) vytlacujte do 50 - 100 ml michaného roztoku chloridu vapenatého. Vzniklé kulicky
alginatového gelu dekantujte. Tiikrat promyjte dekantaci ve vodé. Po promyti napliite alginatovymi
kulickami pfipravenou kolonu. Ovéite funkénost kolony — napliite ji vodou a zjistéte, zda po otevieni
kohoutu voda z kolony voln¢ vytéka. Naplnénou kolonu promyjte trojnasobnym objemem vody.

Pouziti imobilizované sacharasy pro pripravu invertniho cukru: Z kolony nechejte vytéci vSechnu vodu,
uzaviete kohout, na kolonu naneste 4 ml 0,1 mol.I'' roztoku sacharosy v octanovém pufru, ihned spust'te
stopky. V ¢asovych intervalech 1 min., 2 min., 5 min., 10 min., 15 min. a 20 min. jimejte do oznac¢enych
odmérnych zkumavek frakce o objemu ptiblizn€ 0,5 ml (po uplynuti ur¢itého ¢asového intervalu oteviete
kohout kolony, jimejte frakci a kohout opét uzaviete, postupné takto odeberete ze vzorku naneseného na
kolonu 6 frakei).

Analyza frakci odebranych 7 enzymového minireaktoru: Do Cistych zkumavek (oznaCenych Casovym
intervalem) pipetujte vzdy 0,1 ml odebrané frakce, 0,4 ml vody a pumpi¢kovym davkovacem pridejte 0,5
ml Somogyi- Nelsonova ¢inidla I. Ptipravte slepy vzorek — do (oznac¢en¢) zkumavky pipetujte 0,5 ml vody
a pfidejte 0,5 ml Somogyi- Nelsonova ¢inidla I. Obsah vSech zkumavek povafte cca 3 minuty a nechejte
zchladnout na laboratorni teplotu. Potom do kazdé zkumavky pfidejte pumpi¢kovym davkovac¢em 0,5 ml
Somogyiho-Nelsonova ¢inidla II, promichejte a ponechejte na vrouci vodni lazni 10 minut. Po ochlazeni na
laboratorni teplotu (Ize chladit pomoci studené vody) pridejte pumpickovym davkovacem do vSech vzorkd
2 ml Somogyiho-Nelsonova ¢inidla I1I, vzorky promichejte a ponechejte stat po dobu nejméné 2 minut pii
laboratorni teploté (a opét promichejte (vypuzeni oxidu uhli¢itého ze vzorku). Pfi méfeni absorbance je
potieba sledovat, zda se v kyvetach netvoii bublinky CO., které zkresluji méfeni. V pfipad¢ vyskytu
bublinek (CO>) v kyvetach zat'ukejte kyvetou jemné o sttl, ¢cimz CO; vypudite.

Zm¢éfte absorbanci vSech vzorki proti slepému vzorku pfi vinové délce 740 nm. Piekracuji-li absorbance
hodnotu 0,8, vzorky definovanym zptisobem nafed’te vodou (vcetné slepého vzorku). Zapiste fedéni vzorku.

Vyhodnoceni:
Do protokolu uved’te tabulku doplnénou experimentalnimi (A740) a vypoctenymi udaji:

4
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frakce Azg9 c(redukujicich | tedéni | c(redukujicich |c(redukujicich| konverze
odebrana sacharidl) ve | vzorku sacharidi) sacharidi) sacharosy
v Casovém vzorku pro pro v analyzovaném | v odebrané [Yo]HH*
intervalu fotometrii* | fotometrii vzorku** frakci***
[mmol.l""] [mmol.l"!] [mmol.l""]
1 min.
2 min.
5 min.
10 min.
15 min.
20 min.

*) pri v¥poctu koncentrace redukujicich monosacharidii pouzijte kalibracni graf z ulohy ¢. 1(resp. z casti

D)
**) koncentrace redukujicich sacharidi vynasobena redénim pro fotometrii

**%) analyzovany vzorek obsahoval 0,1 ml odebrané frakce a 0,4 ml vody
*EX%) prl vypoctu % konverze sacharosy vezmete v iivahu stechiometrii sacharasové reakce a koncentraci

ptivodniho roztoku sacharosy naneseného na kolonu

Do grafu vyneste zavislost % konverze sacharosy na dobé odbéru vzorku z enzymového minireaktoru.
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PRAKTICKA CAST B. Substratova specifita sacharasy

Material a vybaveni:

extrakt z kvasnic (pfipraveny v Gloze 6a)

0,1 mol.I"! octanovy pufr pH 5

0,1 mol.I"! sacharosa v 0,1 mol.I"! octanovém pufru pH 5 (Eerstvé piipraveny roztok)

0,1 mol.I"! trehalosa v 0,1 mol.I"! octanovém pufiru pH 5 (&erstvé piipraveny roztok)

0,1 mol.I"! rafinosa v 0,1 mol.I"! octanovém pufiu pH 5 (&erstvé piipraveny roztok)

Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo I (roztok uhli¢itanu sodného, vinanu sodno-draselného a siranu sodného)
Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo II (roztok siranu méd’natého a siranu sodného)

Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo III (roztok molybdenanu amonného a hydrogenarseni¢nanu sodného v kyseliné
sirove)

zkumavky, pipety, davkovace ,pumpickové davkovace, stopky, kruhovy stojan na zkumavky, hrnec, kahan a trojnozka
nebo varic, fotometr, vortex

V uloze pracujete s toxickymi Cinidly (zejména Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo lll) - pracujte
se zvySenou opatrnosti!

Postup:
Do 7 kratkych zkumavek (sada A) pipetujte podle rozpisu:
zkumavka €. 1,0 ml

1 0,1 mol.I"! octanovy pufr pH 5
2 0,1 mol.I"' roztok sacharosy*
3 0,1 mol.I"' roztok sacharosy*
4 0,1 molL.I"" roztok trehalosy*
5 0,1 molL.I"" roztok trehalosy*
6 0,1 mol.I"! roztok rafinosy*
7 0,1 mol.I"' roztok rafinosy*

*roztoky sacharidti v 0,1 mol.I'! octanovém pufru

Do dalsich 7 zkumavek (sada B) pfidejte pumpickovym davkovacem 0,5 ml Somogyiho-Nelsonova ¢inidla
I. (Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo I v této sadé¢ zkumavek slouzi jednak k ukonceni enzymové reakce,
jednak ke stanoveni vzniklych produkti.)

Termostat vytemperujte na teplotu 30 °C. Po ustaleni teploty do né&j vlozte zkumavky sady A a ponechejte
temperovat 5 - 10 minut. Po uplynuti této doby vlozte zkumavky sady B do vrouci vodni lazng.

V casovych intervalech 30 s ptidavejte do zkumavek sady A po 50 pl kvasni¢ného extraktu (spust'te stopky,
po 30 sekundach startujte pridavkem extraktu v prvni zkumavce, reakéni smés promichejte, stopky
nevypinejte, po dalSich 30 sekundach startujte ptidavkem extraktu ve druhé zkumavce, reakéni smes
promichejte, stopky nevypinejte, viz tabulka). Pfesné po 5 minutach opét v pravidelnych intervalech 30
sekund (viz tabulka) odeberte z kazdé zkumavky davkovacem 0,5 ml reakéni smési a pipetujte do zkumavky
se Somogyiho-Nelsonovym ¢inidlem I (sada B), na vrouci vodni 1azni. Dbejte, aby Spicka pipety zasahovala
pod hladinu ¢inidla, nenechavejte vzorek stékat po stén¢ zkumavky.

Béhem enzymové reakce ziistavaji zkumavky s reak¢ni smési v termostatu.

Vsechny zkumavky sady B ponechejte ve vrouci vodni lazni asi 5 minut a pak je nechejte chladnout pfi
laboratorni teploté.
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zkumavka | start reakce konec reakce
¢. (pridavek extraktu) (vneseni vzorku do Somogyiho-
Nelsonova cinidla I)
- Cas na stopkdch - Cas na stopkach

1 307 530"

2 1 6

3 130" 630"

4 2 7

5 2'30” 730"

6 3 8

7 3’30 830"

Potom ptidejte do kazdé zkumavky pumpickovym davkovacem 0,5 ml Somogyiho-Nelsonova cinidla II,
promichejte a ponechejte na vrouci vodni lazni 10 minut. Po ochlazeni na laboratorni teplotu (Ize chladit
pomoci studené vody) ptidejte pumpickovym davkovacem do vSech vzorkd 2 ml Somogyiho-Nelsonova
¢inidla III, vzorky promichejte a ponechejte stat po dobu nejméné 2 minut pti laboratorni teploté a opét
promichejte (vypuzeni oxidu uhli¢itého ze vzorku). Pfi méfeni absorbance je potieba sledovat, zda se
v kyvetach netvoii bublinky CO,, které zkresluji méfeni. V ptipad¢ vyskytu bublinek (CO;) v kyvetach
zat'ukejte kyvetou jemné o stil, ¢cimz CO, vypudite.

Zmeite absorbanci vSech vzorki proti slepému vzorku pfi vinové délce 740 nm. Prekracuji-li absorbance
hodnotu 0,8, vzorky definovanym zptsobem nafed’te vodou (vCetné slepého vzorku zkumavka €. 1).

Vyhodnoceni:
Do protokolu uved’te tabulku doplnénou experimentalnimi (A7) a vypoctenymi tdaji:

substrat | Az @ | c(redukujicich | fedéni ¢ (redukujicich | Vyziku
A7 | sacharidl) ve vzorku sacharidi) (redukujicich

vzorku pro pro v reakeni smési | sacharidi)
fotometrii* | fotometrii | [mmol.I"']** | [mmol.I"".min"']
[mmol.l""]

sacharosa

sacharosa

trehalosa

trehalosa

rafinosa

rafinosa

*) pFi vypoctu koncentrace redukujicich monosacharidii pouzijte kalibracni graf z ulohy ¢. 1(resp. z casti
D)
**) koncentrace redukujicich sacharidi vynasobena redénim pro fotometrii
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Urcete substratovou specifitu sacharasy (srovnejte aktivitu sacharasy v pfitomnosti jednotlivych sacharidit)
a zjisténé vysledky vysvétlete:

Teoreticky ukol:
Hydrolyza rafinosy mize teoreticky probéhnout ttemi zptsoby (napiste schémata $tépeni rafinosy pomoci
zkratek nazvt sacharidt):

1)

2)

3)

Ktery zptisob $tépeni rafinosy pokladate za nejpravdépodobnéjsi a pro¢?
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PRAKTICKA CAST C. Stanoveni aktivity sacharasy

Material a vybaveni:

pekatské kvasnice

0,8 mol.I"! sacharosa, Gerstvé piipraveny roztok

0,6 mol.I"! octanovy pufr pH 5

0,1 mol.I"! octanovy pufr pH 5

Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo I (roztok uhli¢itanu sodného, vinanu sodno-draselného a siranu sodného)
Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo II (roztok siranu méd’natého a siranu sodného)

Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo III (roztok molybdenanu amonného a hydrogenarseni¢nanu sodného v kyseliné
sirove)

predvazky, Erlenmeyerova banka a tyc¢inka nebo homogenizator, odmérny valec, odmérna banka 50 ml ledova
lazen, zkumavky, pipety, davkovace, pumpickové davkovace, stopky, termostat, kratké zkumavky, vortex, kruhovy
stojan na zkumavky, hrnec, kahan a trojnozka nebo varic, fotometr

V uloze pracujete s toxickymi Cinidly (zejména Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo lll) - pracujte
se zvySenou opatrnosti!

Postup:

Priiprava enzymového prepardtu sacharasy: Navazte 0,2 g pekatskych kvasnic a dikladné rozmichejte
v batice ty¢inkou ve 20 ml 0,1 mol.I"! octanového pufru. Odeberte davkovacem 0,5 ml této suspenze a
v odmérné batice dopliite 0,1 mol.I"" octanovym pufrem objem na 50 ml. Zfedénou i nezfedénou suspenzi
oznacte a uschovejte v ledové lazni.

Stanoveni aktivity sacharasy: Do 6 kratkych zkumavek (sada A) pipetujte 1,5 ml 0,8 mol.l"' roztoku
sacharosy a davkovacem piidejte 0,5 ml 0,6 mol.I"! octanového pufru. Do jedné z nich pfidejte 1 ml 0,1
mol.I"" octanového pufru (jeji obsah bude slouzit jako kontrola neenzymatického rozkladu sacharosy), tuto
zkumavku oznaéte A/K (kontrolni vzorek).

Do dalsich 6 zkumavek (sada B) dejte pumpickovym davkovacem 0,5 ml Somogyiho-Nelsonova ¢inidla I.
(Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo I v této sad€é zkumavek slouzi jednak k ukonceni enzymové reakce, jednak
ke stanoveni vzniklych produkti.) Jednu ze zkumavek oznacte B/K.

Termostat vytemperujte na teplotu 30 “C. Po ustaleni teploty do n&j vlozte zkumavky sady A a ponechejte
temperovat 5—10 minut. Po uplynuti této doby vlozte zkumavky sady B do vrouci vodni lazné.

Zkumavku oznacenou A/K ponechejte stale v termostatu, uzaviete ji zatkou. Ve zbyvajicich 5 zkumavkach
temperovanych na teplotu 30 °C startujte enzymovou reakci ptidavkem 1 ml ziFedéné suspenze kvasnic
v intervalu 30 s (spust’te stopky, po 30 sekundach startujte pfidavkem ziedéné suspenze v prvni zkumavce,
reakéni smés promichejte, stopky nevypinejte, po dal§ich 30 sekundach startujte piidavkem zfedéné
suspenze ve druhé zkumavce, reakéni smes promichejte, stopky nevypinejte, viz tabulka). Piesné po 5
minutach opét v pravidelnych intervalech 30 sekund odeberte z kazdé zkumavky davkovacem 0,5 ml
reakéni smési a pipetujte do zkumavky se Somogyiho-Nelsonovym ¢inidlem I na vrouci vodni lazni (viz
tabulka). Dbejte, aby Spicka pipety zasahovala pod hladinu ¢inidla, nenechavejte vzorek stékat po sténé
zkumavky.

Béhem enzymové reakce ziistavaji zkumavky s reakéni smési v termostatu.
Do zkumavky oznacené pismenem B/K ve vrouci vodni 1azni preneste davkovacem s Cistou Spickou (pozor
na kontaminaci kontrolniho vzorku suspenzi kvasnic) 0,5 ml roztoku ze zkumavky obsahujici kontrolni

vzorek (zkumavka A/K).

Vsechny zkumavky ponechejte ve vrouci vodni 1azni asi 3 minuty a pak je nechejte chladnout pii laboratorni
teploté.




Uloha 6 — Sacharasa — imobilizace, substrdtovd specifita, stanoveni aktivity
Prakticka cast C. Stanoveni aktivity sacharasy

zkumavka | start reakce konec reakce
¢. (pFidavek suspenze kvasnic) (vneseni vzorku do Somogyiho-
Nelsonova cinidla I)
- cas na stopkach - cas na stopkach

1 307 530"

2 1’ 6

3 130" 6°30”

4 2’ 7

5 2°30” 730"

Stanoveni koncentrace redukujicich monosacharidii v reakcnich smésich: Do kazdé zkumavky sady B
(obsahujici nyni reakéni smés nebo kontrolni vzorek a Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo 1) pridejte
pumpickovym davkovacem 0,5 ml Somogyiho-Nelsonova ¢inidla I, jejich obsah promichejte a
ponechejte je na vrouci vodni lazni dalSich 10 minut. Pak zkumavky ochlad’te vodou, pfidejte do nich
pumpickovym dévkovacem 2 ml Somogyiho-Nelsonova ¢inidla III, promichejte, ponechejte stat po dobu
nejméné 2 minut pfi laboratorni teplote a opét promichejte (vypuzeni oxidu uhlic¢itého ze vzorku). Pti
mefeni absorbance je potieba sledovat, zda se v kyvetach netvoti bublinky CO,, které zkresluji mefeni.
V ptipadée vyskytu bublinek (CO,) v kyvetach zat'ukejte kyvetou jemné o stil, ¢imz CO, vypudite.

Zméfte absorbanci vzorkdl, v nichz probihala enzymova reakce, proti kontrolnimu vzorku pfi vinové délce
740 nm. Piekracuji-li absorbance nékterych vzorkd hodnotu 0,8, vzorky definovanym zpiisobem natfed’te
vodou (zvolte vhodné nasobné fedéni) a znovu zméite proti stejnym zptisobem ziedénému kontrolnimu
vzorku.

Vyhodnoceni:
Vypocitejte vyslednou koncentraci kvasnic ve ziedéné suspenzi:

c= mg.ml!

Uved'te nasledujici idaje a tabulku doplnénou experimentalnimi a vypoctenymi tdaji:
- objem reakéni smési (ml):

- doba reakce (min):

- hmotnost kvasnic obsazenych v reak¢éni smési (mg):

zkumavka Az D Ao | c(redukujicich | Fedéni c(redukujicich

¢. sacharidil) ve | vzorku sacharidit)
vzorku pro pro v reakéni
fotometrii* | fotometrii smesi**
[mmol.I""] [mmol.l""]

1

2

3

4

5

*) pFi vypoctu koncentrace redukujicich monosacharidii pouzijte kalibracni graf z ulohy ¢. 1 (resp. z casti
D)
**) koncentrace redukujicich sacharidi vynasobena redénim pro fotometrii
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Uloha 6 — Sacharasa — imobilizace, substrdtovd specifita, stanoveni aktivity
Prakticka cast C. Stanoveni aktivity sacharasy

n aktivita sacharasy | specificka aktivita
(redukujicich | [umol.min™']* sacharasy
sacharidi) [umol.min™!.mg1]**
v reakéni smési
[nmol]

[nkat] [nkat.mg!]

*) v celém objemu reakcni smesi
**) aktivita vztazena na mg kvasnic
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Uloha 6 — Sacharasa — imobilizace, substrdtovd specifita, stanoveni aktivity
Prakticka cast D. Stanoveni koncentrace redukujicich sacharidii Somogyiho metodou

PRAKTICKA CAST D. Stanoveni koncentrace redukujicich sacharidii
Somogyiho metodou

Material a vybaveni:

standardni roztok glukosy (0,2 mmol.I"")

Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo I (roztok uhli¢itanu sodného, vinanu sodno-draselného a siranu sodného)
Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo II (roztok siranu méd’natého a siranu sodného)

Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo III (roztok molybdenanu amonného a hydrogenarseni¢nanu sodného v kyseling sirové)
zkumavky, pipety, davkovace, pumpickové davkovace, kahan a trojnozka nebo varic¢, hrnec, kruhovy stojan na
zkumavky, vortex, fotometr, kyvety

Pouzivejte pouze dokonale Cisté pipety a zkumavky. Stanoveni je velmi citlivé,
jakakoliv stopa redukujicich latek hrubé zkresluje jeho vysledek.

V uloze pracujete s toxickymi Cinidly (zejména Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo lll) - pracujte
se zvySenou opatrnosti!

Postup:

Nachystejte si sadu 6 zkumavek, které dukladné vyplachnete destilovanou vodou. Podle tabulky pfipravte
sadu Sesti roztokli o celkovém objemu 0,5 ml a znamé koncentraci glukosy k sestrojeni kalibracni pfimky
(zkumavky 1-6). Zkumavka ¢. 1 glukosu neobsahuje, proto se pouzije jako slepy vzorek.

pipetovany objem vypoctena
zkurgavka 0,2 mmol.I"!' roztok glc destil. voda ¢ (glo) Ao
: [ml] [ml] [mmol.1"!]
1 0,0 0,5 0,00 0,000
2 0,1 0,4
3 0,2 0,3
4 0,3 0,2
5 0,4 0,1
6 0,5 0,0

Do vsech zkumavek pfidejte pumpickovym davkovacem 0,5 ml Somogyiho-Nelsonova ¢inidla I, vzorky
promichejte a zahtivejte asi 5 minut na vrouci vodni lazni. Potom pfidejte do vSech vzorkii pumpickovym
davkovacem 0,5 ml Somogyiho-Nelsonova ¢inidla II a zahtivejte na vrouci vodni lazni dal§ich 10 minut.
Po ochlazeni na laboratorni teplotu (Ize chladit pomoci studené vody) pfidejte pumpi¢kovym davkovacem
do vSech vzorkd 2 ml Somogyiho-Nelsonova ¢inidla III, vzorky promichejte a ponechejte stat po dobu
nejméné 2 minut pti laboratorni teplote (a opét promichejte (vypuzeni oxidu uhli¢itého ze vzorku).

Zmeite absorbanci roztokli 2-6 pti vlnové délce 740 nm proti slepému vzorku €. 1 (roztoky po méfeni
vracejte do zkumavek), vysledky zapiSte do tabulky. Pfi méfeni absorbance je potieba sledovat, zda se
v kyvetach netvofi bublinky CO,, které zkresluji mefeni. V pfipad¢ vyskytu bublinek (CO;) v kyvetach
zat'ukejte kyvetou jemné o sttl, ¢imz CO; vypudite. Pokud n€ktera z hodnot absorbance ptekrocila 0,8 (nad
touto hodnotou jiz neni zavislost absorbance na koncentraci linearni — neplati Lambert-Beertiv zékon) je
nutné udélat novou kalibracni ptimku, ptipadné tuto hodnotu z kalibrace vynechat.

Vyhodnoceni:
Vypocitejte koncentrace glukosy ve zkumavkach €. 2-6, vysledky dopliite do tabulky. Sestrojte kalibracni
graf (zavislost A7 na koncentraci glukosy ve zkumavce).
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KONTROLNI LIST

Uloha 6 — Sacharasa — imobilizace, substrdtovd specifita, stanoveni aktivity

Kontrolni list

jména:
obor: datum provedeni:
ULOHA 6A
frakce odebrana| fedéni A0
v Casovém vzorku ziedéného
intervalu pro vzorku
fotometrii
1 min.
2 min.
5 min.
10 min.
15 min
20 min.
Podpis vedouciho cviceni:
ULOHA 6B
substrat fedéni A7
vzorku ziedéného
pro vzorku
fotometrii
sacharosa
sacharosa
trehalosa
trehalosa
rafinosa
rafinosa
Podpis vedouciho cviceni:
ULOHA 6C
zkumavka | fedéni A7a0
¢. vzorku ziedéného
pro vzorku
fotometrii
1
2
3
4
5
Podpis vedouciho cviceni:
ULOHA 6D
zkumavka A7
¢.
1 0,000
2
3
4
5
6

Podpis vedouciho cviceni:

13



