Uloha 7 — pH optimum enzymové reakce
Princip ulohy

jména:

obor: datum provedeni:

prilohy protokolu: 2x graf: kalibra¢ni pfimka pro stanoveni koncentrace maltosy Somogyiho-Nelsonovou
metodou, zavislost rychlosti a-amylasové reakce na pH prostredi

OKRUHY K PRIPRAVE

Redukujici a neredukujici sacharidy. a-amylasova reakce, princip méfeni a-amylasové aktivity. Rychlost
enzymové reakce, aktivita enzymu. Specificka aktivita enzymu. Vliv pH na rychlost enzymové reakce.
Chemické vypocty.

Navod vplném znéni plati pro obory molekularni biologie, chemie, biochemie
(pétihodinova a sedmihodinova cvic€eni).

Biologické obory kromé molekularni biologie (tfihodinova cvi€eni): jen €ast A.

Ucitelské kombinace (Etyrhodinova cvic¢eni): kalibraé¢ni kfivka pro stanoveni koncentrace
maltosy (z ¢asti A) + ¢ast B.

PRINCIP ULOHY

A. Stanoveni aktivity a-amylasy

a-amylasa (ptyalin, diastasa, systematicky nazev: 1,4-a-D-glukan-glukanohydrolasa) katalyzuje hydrolyzu
1,4-0-D-glykosidické vazby Skrobu (amylosy nebo amylopektinu) a glykogenu. Je aktivovana
chloridovymi, bromidovymi nebo jodidovymi anionty, rovnéz vyzaduje pfitomnost vapenatych kationtd.
Meziprodukty a-amylasové reakce jsou rizné oligosacharidy (dextriny), kone¢nym produktem je disacharid
maltosa:
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Maltosa (4-O-a-D-glukopyranosyl-D-glukopyranosa) je redukujici disacharid skladajici se z glukosovych
podjednotek spojenych vazbou jedné alkoholické a jedné poloacetalové hydroxylové skupiny. Zatimco
druhd poloacetalovd hydroxylova skupina zlstava volna a propiijcuje maltose redukujici vlastnosti.
Mnozstvi maltosy vzniklé a-amylasovou reakci lze na zakladé jejich redukujicich vlastnosti stanovit
metodou podle Somogyiho.

Slinné Zlazy vylucuji sekret (0,5 az 1,5 1 denné) obsahujici stopova mnozstvi fady enzymu (napf. cholinesterasu, rizné
typy proteinas a glykosidas). Vysokou aktivitu vSak vykazuje predevSim slinnd o-amylasa (je isoenzymem
pankreatické a-amylasy), ktera ma fyziologicky vyznam v procesu traveni — hydrolyzuje az 70 % Skrobu pfijatého
potravou. a-amylasa je jediny travici enzym, ktery se vyskytuje ve slinach (pro traveni potravy obsahujici skrob ma
vsak vétsi vyznam pankreatickd a-amylasa). Aktivita slinné a-amylasy mize byt stanovena i v krevnim séru, coZ ma
diagnosticky vyznam — jeji aktivita v séru je zvySena pii zanétu piiusnich slinnych zlaz (ptiusnice). Specificka aktivita
slinné a-amylasy se vSak u dvou rtiznych zdravych jedincti muze liSit vice nez desetinasobné.
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Rychlost enzymové reakce I1ze definovat jako zménu koncentrace substratu ¢ (mol/l) za Cas ¢ (s) podle
vzorce: v [mol-s!-I'!] = de/dz.

Enzymova aktivita (mol s™') je definovana jako limitni rychlost enzymové reakce za definovanych
podminek: saturace enzymu substratem, pH a teplotni optimum. Aktivitu l1ze vypocitat vynasobenim limitni
rychlosti enzymové reakce objemem reakéni smési.

Zakladni jednotkou enzymové aktivity je katal (kat), coz je takova aktivita enzymu, kterd preméni 1 mol
latky za sekundu (kat = mol/s). Pro praxi je tato jednotka piili§ vysokd, aktivita enzymu se obvykle
vyjadiuje v jednotkach pkat (umol pfeménéné latky za sekundu) nebo nkat (nmol pfeménéné latky za
sekundu). Dalsi moZznosti jak vyjadfovat enzymovou aktivitu je enzymova jednotka (U), ktera je definovana
jako pumol/min.

Specificka aktivita enzymu je aktivita vztazena k hmotnosti celkového proteinu napf. (kat/mg).

Aktivita slinné a-amylasy bude v této uloze stanovena pomoci rychlost vzniku maltosy béhem a-amylasové
reakce.

B. pH optimum a-amylasy

Rychlost enzymové reakce zavisi na pH. Tato zavislost je dana ionizaci aminokyselinovych zbytkd vlivem
pH podobné jako u jinych bilkovin Tato ionizace ovliviyje terciarni strukturu bilkoviny a pii extrémnich
hodnotach mtize vést i k denaturaci. Hodnota pH dale ovliviiuje naptiklad ionizaci substratu reakce nebo
aminokyselin v aktivnim centru. Substrat se naptiklad mize vazat do aktivniho mista pouze v protonovaném
stavu. Enzymové reakce probihaji limitni (maximalni) rychlosti jen pfi ur€itém pH prostiedi, v tzv. oblasti
pH optima. pH optimum téhoz enzymu se tedy mize lisit i v zavislosti na konkrétnim pouZzitém substratu.
Vétsina enzymli ma pH optimum v neutralni, slabé kyselé nebo slab& alkalické oblasti, Casté jsou vSak
vyjimky (napf. pepsin ma pH optimum v oblasti pH 1,5-2,5, alkalicka fosfatasa pti pH kolem 9.,5).
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PRAKTICKA CAST A. Stanoveni aktivity a-amylasy

Material a vybaveni:

fyziologicky roztok (0,9% chlorid sodny) s pfidavkem 1 mmol.1-! chloridu vépenatého

standardni roztok maltosy (0,1 mmol-17")

fosfatovy pufr (0,15 mol-171) pH 7,5

1% roztok Skrobu

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 IIT (roztok molybdenanu amonného a hydrogenarseni¢nanu sodného v kyseling sirové)
Lugoltv roztok (roztok jodu a jodidu draselného)

kadinka, pipety, davkovace, pumpickove davkovace, odmeérna baiika 10 ml, kratké zkumavky, zatky, Pasteurova pipeta,
vortex, stopky, kruhovy stojan na zkumavky, hrnec, termostat, fotometr, ledova lazen

V Uloze pracujete s toxickymi ¢inidly (zejména Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo Ill) — pracujte
se zvysenou opatrnosti!

Postup:

Sestrojeni kalibracni zavislosti pro stanoveni koncentrace maltosy: Nachystejte si sadu 6 zkumavek, které
dikladné vyplachnete destilovanou vodou. Podle tabulky pfipravte sadu Sesti roztokid o celkovém objemu
0,5 ml a znamé koncentraci maltosy k sestrojeni kalibracni pfimky (zkumavky 1-6). Zkumavka ¢. 1 maltosu
neobsahuje, proto se pouzije jako slepy vzorek.

pipetovany objem vypoctena
zkungavka 0,1 mmol-1"! roztok mal destil. voda c(mal) Az
: [ml] [ml] [mmol-171]
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

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

Do vsech zkumavek ptidejte 0,5 ml Somogyiho-Nelsonova ¢inidla I, vzorky promichejte a zahtivejte asi 5
minut na vrouci vodni lazni. Potom pfidejte do vSech vzorki 0,5 ml Somogyiho-Nelsonova ¢inidla II a
zahtivejte na vrouci vodni lazni dalSich 10 minut. Po ochlazeni na laboratorni teplotu (lze chladit pomoci
studené vody) pridejte do vSech vzorkd 2 ml Somogyiho-Nelsonova ¢inidla III, vzorky promichejte a
ponechejte stat po dobu nejméné 2 minut pfi laboratorni teplot€¢ a opét promichejte (vypuzeni oxidu
uhli¢itého ze vzorku).

Zméftte absorbanci roztoki 2—6 pii vinové 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 netvoii bublinky CO,, které zkresluji méfeni. V ptipadé vyskytu bublinek (CO,) v kyvetach
zat'ukejte kyvetou jemn¢ o stil, ¢imz CO, vypudite. Pokud néktera z hodnot absorbance piekrocila 0,8 (nad
touto hodnotou jiz neni zavislost absorbance na koncentraci linearni — neplati Lambert-Beertiv zékon) je
nutné udélat novou kalibracni ptimku, pfipadné tuto hodnotu z kalibrace vynechat.
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Piiprava enzymového prepardtu a-amylasy: Do 10ml odmérné banky odpipetujte 1 ml vlastnich slin, obsah
dopliite po znacku fyziologickym roztokem s pfidavkem chloridu vépenatého.

Stanoveni aktivity a-amylasy: Do 6 kratkych zkumavek (sada A) pipetujte 0,5 ml roztoku Skrobu a 2,4 ml
fosfatového pufru. Do jedné znich pfipipetujte 0,1 ml fyziologického roztoku s pfidavkem chloridu
vapenatého (jeji obsah bude slouzit jako kontrola neenzymatického rozkladu Skrobu), tuto zkumavku
oznacte A/K (kontrolni vzorek).

Do dalSich 6 zkumavek (sada B) dejte 0,5 ml Somogyiho-Nelsonova ¢inidla 1. (Somogyiho-Nelsonovo
¢inidlo I v této sad¢ zkumavek slouzi jednak k ukonceni enzymové reakce, jednak ke stanoveni vzniklych
produktti.) Jednu ze zkumavek oznacte B/K.

Termostat vytemperujte na teplotu 30 °C. Po ustéleni teploty do n¢j vlozte zkumavky sady A a ponechejte
temperovat 10 minut. Po uplynuti této doby vlozte zkumavky sady B do vrouci vodni 1azné.

Zkumavku oznacenou A/K ponechejte stale v termostatu, uzaviete ji zatkou. Ve zbyvajicich 5 zkumavkach
temperovanych na teplotu 30 °C startujte enzymovou reakci ptidavkem 0,1 ml zfedénych slin v intervalu
30 s (spustte stopky, po 30 sekundach startujte ptidavkem ziedénych slin v prvni zkumavce, reakéni smés
promichejte, stopky nevypinejte, po dalSich 30 sekundach startujte pfidavkem ziedénych slin ve druhé
zkumavce, reakéni smés promichejte, stopky nevypinejte, viz tabulka). Pfesné po 15 minutach opét v
pravidelnych intervalech 30 sekund odeberte z kazdé zkumavky davkovatem 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, nenechéavejte vzorek stékat po stén¢€ zkumavky.

Béhem enzymové reakce ziistavaji zkumavky s reak¢ni smési v termostatu.
Do zkumavky oznacené pismenem B/K na vrouci vodni 1azni pteneste davkovacem s €istou Spickou (pozor
na kontaminaci slepého vzorku slinami) 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.

Po odebrani vSech vzorkd reak¢nich smési a kontrolniho vzorku ulozte jejich zbytky (nepouzité pro
stanoveni koncentrace maltosy) do ledové lazné (nevyhazujte je).

zkumavka | start reakce konec reakce
¢. (pridavek ziedenych slin) (vneseni vzorku do Somogyiho-
Nelsonova cinidla I)
- Cas na stopkach - Cas na stopkach
1 30”7 15730’
2 1’ 16’
3 130" 1630
4 2’ 17
5 2°30” 1730

Stanoveni koncentrace maltosy v reakcénich smésich: Do kazdé zkumavky sady B (obsahujici nyni reakéni
smés nebo kontrolni vzorek a Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo 1) pfidejte 0,5 ml Somogyiho-Nelsonova
¢inidla II, jejich obsah promichejte a ponechejte je na vrouci vodni lazni dalSich 10 minut. Pak zkumavky
ochlad’te vodou, pfidejte do nich 2 ml Somogyiho-Nelsonova ¢inidla III, promichejte, ponechejte stat po
dobu nejméné 2 minut pfi laboratorni teploté a opét promichejte (vypuzeni oxidu uhlic¢itého ze vzorku).

I



Uloha 7— pH optimum enzymové reakce
Prakticka cast A. Stanoveni aktivity a-amylasy

Zméite absorbanci vzorkt, v nichZ probihala enzymova reakce, proti kontrolnimu vzorku pti vinové délce
740 nm. Jestlize je kontrolni vzorek zakaleny, ptefiltrujte jej. Pfi mefeni absorbance je potieba sledovat,
zda se v kyvetach netvoii bublinky CO», které zkresluji méteni. V pfipadé vyskytu bublinek (CO,)
v kyvetach zatukejte kyvetou jemné o stil, ¢imz CO, vypudite. Piekracuji-li absorbance nékterych vzorkt
hodnotu 0,8, vzorky definovanym zplisobem nafed’te vodou (zvolte vhodné nasobné fedéni) a znovu zméite
proti stejnym zpiisobem zfedénému kontrolnimu vzorku.

Do zbytkll reakénich smési a kontrolniho vzorku ptidejte pomoci Pasteurovy pipety kapku Lugolova
roztoku, promichejte. Srovnejte zbarveni vzorkli, v nichz probihala enzymova reakce, se zbarvenim
kontrolniho vzorku.

Vyhodnoceni:
Vypocitejte koncentrace maltosy ve zkumavkach €. 2—6, vysledky dopliite do tabulky v casti Postup.
Sestrojte kalibra¢ni graf (zavislost 4740 na koncentraci maltosy ve zkumavce).

Uved’te nasledujici idaje a tabulku doplnénou experimentalnimi a vypoctenymi udaji:
- objem reak¢ni smési (ml):

- doba reakce (min):

- objem nefedénych slin obsazenych v reakéni smési (ml):

zkumavka Aza0 D A0 ¢ maltosy fedéni ¢ maltosy
¢. ve vzorku pro vzorku v reakéni
fotometrii* | pro fotometrii smési**
[mmol-1""] [mmol-1!]
1
2
3
4
5

*) pFi v¥poctu koncentrace maltosy pouzijte kalibracni graf
**) koncentrace redukujicich sacharidii vynasobena redénim pro fotometrii

n maltosy aktivita amylasy | specifick4 aktivita
v reakéni smési | [umol-min']* | amylasy
[wmol] [umol-min~'-ml 1]**

[nkat] [nkat-m] ']

*) v celem objemu reakcni smési
**) aktivita vztazend na ml slin

Uved’te zbarveni vzorkt (po ptidavku Lugolova roztoku), v nichZ probihala enzymova reakce, a zbarveni
kontrolniho vzorku.
Rozdil vysvétlete:
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Prakticka €éast B. pH optimum a-amylasy

Material a vybaveni:

0,1mol-1"! kys. citronova

0,2mol-1"' Na,HPOy,

standardni pufry pH 4, pH 7 apH 9

fyziologicky roztok (0,9% chlorid sodny) s pfidavkem 1 mmol-1"' chloridu vapenatého

1% roztok Skrobu

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)
Lugoltv roztok (roztok jodu a jodidu draselného)

pipety, odmeérny vdlec 25 ml, titracni barniky, pH-metr, kdadinka, odmérna barika 10 ml

kratké zkumavky, zatky, davkovace, pumpickové davkovace, Pasteurova pipeta, vortex, stopky, kruhovy stojan na
zkumavky, hrnec, kahan a trojnozka nebo varic, termostat, fotometr, ledova lazen

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

Postup:

Priprava sady pufrii s riiznym pH: Do odmérného valce nalijte hydrogenfosfore¢nan sodny (0,2 mol/1)
podle rozpisu a doplnte kyselinou citronovou (0,1 mol/l) na celkovy objem 25 ml. Pfipraveny pufr prelijte
do oznacené titracni barnky.

barika 0,2mol/1 priblizna hodnota pH

¢. hydrogenfosfore¢nan teoreticka pufru
disodny hodnota pH stanovena pH-
(ml) pufru metrem

1 5,0 3,0

2 8,8 4,0

3 12,5 4,8

4 14,0 54

5 15,0 5,8

6 18,1 6,6

7 20,6 7,0

8 23,4 7,6

9 243 8,0

10 25,0 8,5

pH ptipravenych pufit zjistéte pH-metrem.

Piiprava enzymového prepardtu a-amylasy: Do 10ml odmérné banky odpipetujte 1 ml vlastnich slin,
obsah doplnte po znacku fyziologickym roztokem s pfidavkem chloridu vapenatého.

Stanoveni aktivity a-amylasy: Do 10 kratkych zkumavek (sada A) pipetujte davkovac¢em 0,5 ml roztoku
Skrobu, do kazdé z nich pfidejte 2,4 ml pufru s riznym pH — zkumavky oznaéte ¢isly 1-10 a hodnotou pH
pufru. Do dal$ich 10 zkumavek (sada B) oznacenych stejné jako zkumavky sady A dejte 0,5 ml Somogyiho-
Nelsonova ¢inidla I. (Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo I v této sadé zkumavek slouzi jednak k ukonéeni
enzymové reakce, jednak ke stanoveni vzniklych produktii.)

Termostat vytemperujte na teplotu 30 °C. Po ustaleni teploty do n&j vlozte zkumavky sady A a ponechejte
temperovat 10 minut. Po uplynuti této doby vlozte zkumavky sady B do vrouci vodni lazné.
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Ve zkumavkach sady A temperovanych na teplotu 30 °C startujte enzymovou reakci piidavkem 0,1 ml
ziedénych slin v intervalu 30 s (spust'te stopky, po 30 sekundach startujte pfidavkem zfedénych slin v prvni
zkumavce, reakéni smes promichejte, stopky nevypinejte, po dalSich 30 sekundach startujte pridavkem
ziedénych slin ve druhé zkumavce, reak¢ni smés promichejte, stopky nevypinejte, viz tabulka). Pfesné po
15 minutach opét v pravidelnych intervalech 30 sekund odeberte z kazdé zkumavky davkovacem 0,5 ml
reakéni smési a pipetujte do piislusné zkumavky sady B se Somogyiho-Nelsonovym ¢inidlem I na vrouci
vodni lazni (viz tabulka). Dbejte, aby Spicka pipety zasahovala pod hladinu ¢inidla, nenechavejte vzorek
stékat po stén¢ zkumavky.

Béhem enzymové reakce ziistavaji zkumavky s reakéni smési v termostatu.

Po odebrani vSech vzorkl reakénich smési ulozte jejich zbytky (nepouzité pro stanoveni koncentrace
maltosy) do ledové lazn¢ (nevyhazujte je).

Ptipravte slepy vzorek pro fotometrii — v ozna¢ené zkumavce smichejte 0,5 ml vody a 0,5 ml Somogyiho-
Nelsonova €inidla I. Zkumavku vloZte do vrouci vodni lazné.

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

zkumavka | start reakce konec reakce
(pH) (pridavek ziedenych slin) (vneseni vzorku do Somogyiho-
Nelsonova cinidla I)
- ¢as na stopkadch - ¢as na stopkdch

3,0 30" 15730’

4,0 1’ 16

4,8 130" 1630

5,4 2’ 17

5,8 2°30” 1730

6,6 3’ 18’

7,0 3307 1830

7,6 4’ 19’

8,0 430" 1930

8,5 5 20’

Stanoveni koncentrace maltosy v reakcnich smésich: Do kazdé zkumavky sady B (obsahujici nyni reakéni
smés nebo vodu a Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo I) pfidejte 0,5 ml Somogyiho-Nelsonova ¢inidla II, jejich
obsah promichejte a ponechejte je na vrouci vodni lazni dal$ich 10 minut. Pak zkumavky ochlad’te vodou,
ptidejte do nich 2 ml Somogyiho-Nelsonova ¢inidla III, promichejte, ponechejte stat po dobu nejméné 2
minut pii laboratorni teploté a opét promichejte (vypuzeni oxidu uhli¢itého ze vzorku).

Zméite absorbanci vzorkt, v nichZz probihala enzymova reakce, proti slepému vzorku pii vinové délce
740 nm. Ptekracuji-li absorbance nékterych vzorki hodnotu 0,8, v§echny vzorky definovanym zptisobem
natfed’te vodou (zvolte vhodné nasobné fedéni) a znovu zmétte proti stejnym zplisobem ziedénému slepému
vzorku.

Do zbytkt reakénich smési a pfidejte pomoci Pasteurovy pipety kapku Lugolova roztoku, promichejte.
Pozorujte zbarveni vzorkll a jeho intenzitu v zavislosti na pH reakéni smési. Pokud nemate k dispozici
kontrolni vzorek obsahujici nerozstépeny Skrob z ¢asti ulohy A, pfipravte si jej smichanim 0,5 ml roztoku
Skrobu a 1,5 ml vody.
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Vyhodnoceni:
Uved'te nasledujici tdaje a tabulku doplnénou experimentalnimi a vypoc¢tenymi udaji:
- doba reakce (min):

zkumavka A740 ¢ maltosy ve fedéni vzorku ¢ maltosy
¢. vzorku pro pro fotometrii v reakéni
fotometrii* smési**
[mmol-1""] [mmol 1]
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

*) pFi v¥poctu koncentrace maltosy pouzijte kalibracni graf
**) koncentrace redukujicich sacharidii vynasobena redénim pro fotometrii

zkumavka | pH ¢ maltosy v vzniku zbarveni
¢. (zjisténé pH- | v reakeni smési | maltosy reak¢nich smési
metrem) [umol-171] [umol- 1™ min'] po piidani
Lugolova
roztoku
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
v vzniku
PH optimum maltosy
[umol-1""'min"]

Do grafu vyneste zavislost rychlosti vzniku maltosy na pH prostiedi. Uved’te, pii kterém pH probihala a-
amylasova reakce nejrychleji:



Uloha 7 — pH optimum enzymové reakce

Kontrolni list

KONTROLNI LIST

jména:

obor:

datum provedeni:

ULOHA 7A — kalibra¢ni graf
zkumavka | A7

0,000

N | |w|ro|—]| o

Podpis vedouciho cviceni:

ULOHA 7A — stanoveni aktivity a-amylasy

zkumavka fedéni A0 zbarveni
¢. vzorku pro zfedéného reakénich smési
fotometrii vzorku po pridani
Lugolova roztoku
1
2
3
4
5

zbarveni kontrolniho vzorku po pfidani Lugolova roztoku:

Podpis vedouciho cviceni:

ULOHA 7B
pH fedéni vzorku pro A740 zbarveni reak¢nich
(zjisténé fotometrii ziedéného vzorku smesi po pridani
pH metrem) Lugolova roztoku

Podpis vedouciho cviceni:



