Uloha 7 — Sacharasa — imobilizace, substrdtova specifita, stanoveni aktivity.
Princip ulohy

jména:

obor: datum provedeni:

prilohy protokolu:
graf: Casova zavislost konverze sacharosy v enzymovém reaktoru
graf: kalibracni pfimka pro stanoveni redukujicich sacharidii Somogyiho metodou

OKRUHY K PRIPRAVE

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

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. Pti pritoku substratu reaktorem dochazi
k jeho pfeméné na produkt. V enzymovych reaktorech lze snadno udrzovat optimalni podminky enzymové
reakce.

Sacharasa (invertasa, systematicky nazev: B-D-fruktofuranosid-fruktohydrolasa) hydrolyzuje disacharid
sacharosu za vzniku monosacharidi glukosy a fruktosy:
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Kvasni¢na sacharasa je glykoprotein s molekulovou hmotnosti cca 270 kDa, ktery je lokalizovan na vné&jsi strané
bunky, odkud mize byt pomérn¢ snadno uvolnén (jind forma enzymu pfitomna jen v malém mnozstvi se nachazi
uvnité buiiky.) Stépeni sacharosy kvasni¢nou sacharasou na smés glukosy a fruktosy (tzv. invertni cukr) ma
pramyslovy vyznam (invertni cukr ma vyssi sladkost nez sacharosa). Pekaiské kvasnice produkuji velkd mnozstvi
sacharasy a zanedbatelna mnozstvi ostatnich glykosidas.

Sacharosa (o-D-glukopyranosyl-(1-2)-B-D-fruktofuranosa) je neredukujici disacharid trehalosového typu,
vznikly spojenim glukosové a fruktosové podjednotky  prostiednictvim jejich poloacetalovych
hydroxylovych skupin. Mnozstvi glukosy a fruktosy vzniklych sacharasovou reakci lze stanovit metodou
podle Somogyiho.

Pro demonstraci substratové specifity sacharasy se mohou jako alternativni substraty testovat i nasledujici
sacharidy: disacharid trehalosa a trisacharid rafinosa.

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

Rafinosa (a-D-galaktopyranosyl-(1-6)-a-D-glukopyranosyl-p(1-2)-D-fruktofuranosa) je neredukujici
trisacharid, vznikl spojenim galaktosové, glukosové a fruktosové podjednotky prostfednictvim jejich
poloacetalovych hydroxylovych skupin. Hydrolyzou mohou vznikat redukujici produkty, jejichz mnozstvi
1ze stanovit na zaklad¢ jejich redukujicich vlastnosti metodou podle Somogyiho.
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Diilezité pojmy v oblasti enzymovych reakei:

Rychlost enzymové reakce lze definovat jako zménu koncentrace substratu ¢ (mol/l) za Cas ¢ (s) podle
vzorce: v [mol.sL.1"!] = de/dt.

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

Zakladni jednotkou enzymové aktivity je katal (kat), coz je takova aktivita (mnozstvi v daném systému)
enzymu, ktera preméni 1 mol latky za sekundu (kat = mol/s). Pro praxi je tato jednotka pfili§ vysoka,
aktivita enzymu se obvykle vyjadfuje v jednotkdch pkat (umol pfeménéné latky za sekundu) nebo nkat
(nmol premeénéné latky za sekundu). Dalsi moznosti, jak vyjadifovat enzymovou aktivitu, je mezinarodni
jednotka (IU), ktera je definovana jako pmol/min.

Specificka aktivita enzymu je aktivita vztazena napf. k hmotnosti celkového proteinu (napf. nkat/mg) ¢i
k objemu (napft. nkat/ml) nebo hmotnosti (napt. nkat/mg) biologického vzorku.

B. Stanoveni koncentrace redukujicich sacharidd Somogyiho metodou.

Sacharidy obsahujici volnou hemiacetalovou hydroxylovou skupinu redukuji v alkalickém prostiedi
za zvySené teploty (100 °C) komplexni méd’natou sil (vytvorenou pii smichani Somogyi-Nelsonova
¢inidla I a II) za vzniku méd’nych ionti, které¢ dale redukuji arsenomolybdenan (soucast Somogyi-
Nelsonova ¢inidla 1) na molybdenovou modi. Ta je barevnym reakénim produktem s absorpcnim
maximem pii vinové délce 740 nm, jehoz koncentraci Ize stanovit fotometricky. Intenzita modrého
zbarveni je tedy primo umérna koncentraci redukujicich sacharidi. Pfi nizkych koncentracich
redukujicich sacharidd ve vzorku je vysledné zbarveni modrozelené nebo travove zelené. Metoda je velmi
citliva: je vhodna pro vzorky obsahujici velmi mala latkova mnozstvi redukujicich sacharidi (fadove
0,1 pmol). Na druhé¢ stran¢ vsak jakékoliv nedistoty redukujicich latek ve zkumavkach a pipetach falesné
pozitivné ovliviyji ziskané vysledky.



Uloha 7 — Sacharasa — imobilizace, substrdtova specifita, stanoveni aktivity.
Prakticka cast A. Priprava enzymového minireaktoru (imobilizace sacharasy v algindatovém gelu).

PRAKTICKA CAST A. Piiprava enzymového minireaktoru (imobilizace
sacharasy v alginatovém gelu).

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, elektromagnetickd 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, varic, fotometr

V uloze pracujete s toxickymi €inidly (zejména Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo lil),
proto pracujte se zvySenou opatrnosti!

Postup:

Piiprava 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 ptidejte k nému 20 ml roztoku alginatu
sodného. Touto smési naplitte injek¢ni stitkacku a smés pomalu (po jednotlivych kapkach) vytlacujte do
50-100 ml michaného roztoku chloridu vapenatého. Vzniklé kulicky algindtového gelu dekantujte’.
Trtikrat promyjte dekantaci ve vod€. Po promyti napliite alginatovymi kuli¢kami pfipravenou kolonu: staci
kulickami kolonu pouze navrstvit (kulicky se nemusi pouzit vSechny) — zadnym zpusobem kulicky
nezatlacujte do kolony! Ovéfte funkénost kolony — napliite ji vodou a zjistéte, zda po otevieni kohoutu voda
z kolony voln¢ vytéka. Naplnénou kolonu promyjte trojnasobnym objemem vody.

* metoda oddélovani kapaliny od pevné latky opatrnym slitim kapaliny, zatimco pevna latka zlistane usazena na dné nadoby

PouZiti imobilizované sacharasy pro pripravu invertniho cukru:

Z kolony nechejte vytéci viechnu 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 oznaenych odmérnych zkumavek frakce o objemu piiblizné 0,5 ml (po
uplynuti ur¢itého Casového intervalu oteviete kohout kolony, jimejte frakci a kohout opét uzaviete).
Postupné takto odeberete ze vzorku naneseného na kolonu 6 frakei.

Poznamka: Pokud nemate k dispozici zkumavky s ryskou pro odecet objemu 0,5 ml, miizete do zkumavky
pipetovat 0,5 ml destilované vody, zaznacit hladinu lihovym fixem a tuto zkumavku pouzit pro sbirani frakci.

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

Analyza frakci odebranych z enzymového minireaktoru:

Do cistych zkumavek (oznacenych ¢asovym intervalem) pipetujte vzdy 0,1 ml odebrané frakce, 0,4 ml vody
a pumpickovym davkovacem pfidejte 0,5 ml Somogyi-Nelsonova c¢inidla 1. Pfipravte slepy vzorek — do
(oznacené) zkumavky pipetujte 0,5 ml vody a pridejte 0,5 ml Somogyi-Nelsonova ¢inidla I. Obsah vSech
zkumavek povarte cca 3 minuty. Potom do kazdé zkumavky pridejte pumpi¢kovym davkova¢em 0,5 ml
Somogyiho-Nelsonova ¢inidla II, promichejte a ponechejte na vrouci vodni 1azni 10 minut. Po ochlazeni na
laboratorni teplotu (Ize chladit pomoci studené vody) pridejte pumpickovym davkovacem do vSech vzorkid
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2 ml Somogyiho-Nelsonova ¢inidla I1I, vzorky promichejte a ponechejte stat po dobu nejméné 2 minut pii
laboratorni teploté, poté 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 ptfipad¢ vyskytu
bublinek (CO») v kyvetach zatukejte kyvetou jemné o stil, ¢imz CO, vypudite.

Zméfte 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:
frakce Azg9 c(redukujicich | tedéni | c(redukujicich |c(redukujicich| konverze
odebrana sacharidd) ve | vzorku sacharidi) sacharidi) sacharosy
v ¢asovém vzorku pro pro v analyzovaném | v odebrané [Yo]****
intervalu fotometrii* | fotometrii vzorku** frakci***
[mmol.I'"] [mmol.I'"] [mmol.1"!]
1 min.
2 min.
5 min.
10 min.
15 min.
20 min.

* pFi vypoctu koncentrace redukujicich monosacharidii pouzijte smérnici kalibracni piimky 7 cdsti B

** koncentrace redukujicich sacharidii vynasobend redénim pro fotometrii

*** mejte na pameéti, ze analyzovany vzorek obsahoval 0,1 ml odebrané frakce a 0,4 ml vody

*E¥% pit vypoctu % konverze sacharosy vezmeéte v uvahu stechiometrii sacharasové reakce a koncentraci privodniho

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.
Stanoveni koncentrace redukujicich sacharidd 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 IIT (roztok molybdenanu amonného a hydrogenarseni¢nanu sodného v kyseling sirové)
zkumavky, pipety, davkovace, pumpickové davkovace, 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.

Postup:

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

pipetovany objem vypoctena
zkunélavka 0,2 mmol.I"! roztok glc destil. voda ¢ (glo) Ao
' [ml] [ml] [mmol.I""]
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

V uloze pracujete s toxickymi €inidly (zejména Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo lil),
proto pracujte se zvySenou opatrnosti!

Do vsech zkumavek ptidejte 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 1azni dal$ich 10 minut.
Po ochlazeni na laboratorni teplotu (Ize chladit pomoci studené vody) pfidejte pumpickovym davkovacem
do vSech vzorkd 2 ml Somogyiho-Nelsonova ¢inidla III, vzorky promichejte a ponechejte stat po dobu
nejméné 5 minut pti laboratorni teplote a opét promichejte (vypuzeni oxidu uhlicitého ze vzorku).

Zmeite absorbanci roztokli 2-6 pfi 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 netvoii bublinky CO,, které zkresluji méfeni. V ptipade vyskytu bublinek (CO:) v kyvetach
zat'ukejte kyvetou jemné o sttl, ¢imz CO; vypudite. Pokud n€ktera z hodnot absorbance piekrocila hodnotu
0,8 (nad touto hranici jiz neni zavislost absorbance na koncentraci linearni — neplati Lambert-Beertiv
zakon), je nutné udélat novou kalibrac¢ni ptimku, ptipadné tuto hodnotu z kalibrace vynechat.

Vyhodnoceni:

Vypocitejte koncentrace glukosy ve zkumavkach ¢. 2-6, vysledky doplite do tabulky. Sestrojte kalibra¢ni
graf (zavislost A74 na koncentraci glukosy ve zkumavce). Z rovnice kalibra¢ni piimky poté odectéte
smérnici, pomoci které vypocitate koncentrace redukujicich sacharida v ¢asti A.
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Kontrolni list

KONTROLNI LIST

jména:

obor:

datum provedeni:

ULOHA 7A

frakce odebrana
v ¢asovém
intervalu

fedéni vzorku
pro fotometrii

Az

ziedéného vzorku

1 min.

2 min.

5 min.

10 min.

15 min

20 min.

Podpis vedouciho cviceni:

ULOHA 7B
zkumavka A740
&,
1 0,000
2
3
4
5
6

Podpis vedouciho cviceni:



