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Oczyszczanie inwertazy – β-fruktofuranozydazy (EC 3.2.1.26) z drożdży        
 

Wprowadzenie  

 

Białka enzymatyczne oczyszcza się w celu poznania jaką reakcję chemiczną katalizują, jakie związki 

chemiczne są ich substratami lub inhibitorami, jaka jest szybkość reakcji prowadzonej przez enzym, jak 

silne jest powinowactwo enzymu do danego substratu. Izolacja i otrzymywanie wysoko oczyszczonych 

białek służy ich badaniu na poziomie molekularnym np. aby poznać strukturę cząsteczek analizując 

kryształy czystego białka. Droga prowadząca do otrzymania czystego białka jest długa i często mozolna. 

W izolowaniu i oczyszczaniu enzymów stosuje się metody pozwalające na otrzymanie ich w 

stanie jednorodnym i bez utraty aktywności katalitycznej. Enzymy są przeważnie nietrwałe w pH poniżej 

5 i powyżej 9, ulegają łatwo denaturacji cieplnej i powierzchniowej (podczas pienienia się roztworów) 

oraz inaktywują się w obecności soli metali ciężkich, dlatego też ich preparatykę przeprowadza się w 

buforach o pH ok. 7, w niskich temperaturach, stosując wodę podwójnie destylowaną i środki 

kompleksujące metale ciężkie oraz w razie potrzeby związki tiolowe. Rozpuszczalne enzymy - 

szczególnie te, które znajdują się w cytoplazmie - łatwo można ekstrahować wodą lub roztworami soli o 

wartościach pH oddalonych od ich punktu izoelektrycznego. Wytrącanie białek z roztworu wysokimi 

stężeniami soli to inaczej wysalanie białek. Sole, których jony łatwo tworzą wodziany, konkurują z 

białkiem o cząsteczki otoczki hydratacyjnej związanej z białkiem. Zmniejsza to rozpuszczalność białek i 

powoduje ich wytrącanie z roztworu. Wysalanie białek jest procesem odwracalnym i nie powoduje utraty 

aktywności. Po obniżeniu stężenia soli można z powrotem rozpuścić białko. Ekstrakcję enzymu 

przeprowadza się zwykle po rozdrobnieniu tkanek w homogenizatorze. Aby oddzielić enzymy mocno 

wbudowane w ziarnistości komórek oraz w kompleksy białkowe, lipidowe i wielocukrowe, trzeba 

stosować dodatkowo takie sposoby, jak zamrażanie i odtajanie, ekstrakcję butanolem, wprowadzenie 

środków zmniejszających napięcie powierzchniowe, np. detergentów itp.  

Metody oczyszczania i frakcjonowania enzymów są bardzo różnorodne i stosuje się tu zwykle 

rozpuszczalniki organiczne, głównie aceton, etanol w niskiej temperaturze lub eter. Dodanie do roztworu 

białek acetonu lub etanolu powoduje odwodnienie białek i ich wypadanie z roztworu. Jeżeli odczynniki te 

działają krótko i w niskiej temperaturze, to białko nie ulega denaturacji i można je ponownie rozpuścić.  

Częściowo oczyszczone preparaty białka oczyszcza się do homogenności przy użyciu elektroforezy, 

ultrawirowania, czy technik chromatografii kolumnowej: filtracji żelowej, chromatografii 

jonowymiennej, chromatografii hydrofobowej, i w końcu chromatografii powinowactwa, której rozwój 

dał duże możliwości otrzymywania jednorodnych preparatów enzymatycznych. Na kolejnych etapach 

oczyszczania oznacza się aktywność enzymu, po to by sprawdzić skuteczność zastosowanej procedury i 

sporządzić bilans oczyszczenia białka. Chociaż wysoko oczyszczone preparaty enzymatyczne nie są 

konieczne do badania kinetyki enzymatycznej, to jednak im bardziej oczyszczony enzym, tym mniejsze 

prawdopodobieństwo wykorzystania jego substratu lub produktu przez inne enzymy znajdujące się w 

preparacie. Wiele białek, także enzymatycznych, występuje w komórkach w niewielkich ilościach i 

oczyszczenie ich z wystarczającą wydajnością jest niezwykle trudne. Wówczas stosuje się techniki 

nadekspresji żądanego białka w komórkach bakterii lub grzybów. Takie nadprodukowane białka 

oczyszcza się potem wspomnianymi wyżej metodami. Trzeba mieć jednak świadomość, że właściwości 

białka wyprodukowanego w organizmach niższych mogą być różne od białek natywnych np. ze względu 

na występowanie innego profilu modyfikacji posttranslacyjnych. 

Ostatnim etapem oczyszczania może być krystalizacja, której wielokrotne powtórzenie zwykle dostarcza 

preparatów o dużej aktywności. Enzymy typu albumin łatwo krystalizują przez dosycenie roztworów 

siarczanem amonu w odpowiedniej temperaturze i pH, a enzymy typu globulin można wykrystalizować 

przez dializę wobec wody. Niekiedy można spowodować krystalizację przez dodanie środka 
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odciągającego wodę (etanol lub aceton). 

 

Stężenie białka w preparacie enzymatycznym uzyskanym z ekstraktu drożdżowego można oznaczać 

metodą Bradford. Metoda opiera się na zdolności wiązania formy anionowej barwnika, błękitu 

brylantowego Coomassie G-250 (ang. Coomassie Brillant Blue – CBB) przez reszty argininy, lizyny oraz 

w mniejszym stopniu histydyny i aminokwasów aromatycznych (tryptofanu, tyrozyny, fenyloalaniny) 

białek. Wiązanie ma charakter oddziaływań elektrostatycznych. CBB G-250 w środowisku kwaśnym ma 

brunatne zabarwienie, które po reakcji z białkami zmienia się na błękitne. Wiąże się z tym zmiana 

maksimum absorbancji z 465 na 595 nm. Natężenie barwy jest proporcjonalne do zawartości białka w 

roztworze. Mając wyznaczoną krzywą kalibracyjną dla białka wzorcowego (np. albuminy z surowicy 

bydlęcej, ang. BSA), określa się zawartość białka w badanej próbie poprzez pomiar absorbancji przy 

długości fali 595 nm. Schematyczne ujęcie zasady metody Bradford przedstawiono na rys. 1.  

 

 
 

Rys 1. Schematyczne przedstawienie metody Bradford. 
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Część doświadczalna 

 

Cel ćwiczenia: Oczyszczenie inwertazy wyizolowanej z drożdży piekarskich z wykorzystaniem 

wybranych metod (frakcjonowanie białek acetonem, sączenie molekularne). 

 

Odczynniki i materiały: 

1. Drożdże piekarskie (świeże). 

2. 0,1 M NaHCO3. 

3. 10 mM bufor fosforanowy o pH 6,8 (bufor A). 

4. 50 mM sacharoza w 40 mM buforze octanowym o pH 4,7. 

5. 1% kwas 3,5-dinitrosalicylowy (DNS) z 0,4 M NaOH i 1 M winianem sodowo-potasowym. 

6. Wzorzec glukozy-fruktozy. 

7. Odczynnik Bradford. 

8. Łaźnie wodne (nagrzana do 30°C oraz wrząca łaźnia wodna). 

9. Spektrofotometr. 

10. Eppendorfki. 

11. Lód. 

12. Aceton schłodzony (˗20°C). 

13. Wirówka z rotorem na 125 ml butelki (12436a). 

14. Żel Sephadex G-200, uformowany w kolumnie o średnicy 2,6 cm i wysokości 13,5 cm. Żel powinien 

wypełniać kolumnę do wysokości około 2 g suchego złoża, które należy zawiesić w buforze A. 

15. Surowy ekstrakt z drożdży (dla 8 zespołów): 100 g drożdży należy dokładnie rozdrobnić z 

wykorzystaniem homogenizatora w 250 ml 0,1 M NaHCO3. Mieszaninę inkubować przez 20 h w 

temperaturze 40°C w zamkniętej za pomocą parafilmu zlewce. Następnie autolizat wirować przez 12 min 

przy 20 000 × g, osad odrzucić; uzyskany supernatant stanowi surowy ekstrakt drożdżowy (SE). 

 

Wykonanie: 

 

Oczyszczanie enzymu: 

 

Materiałem wyjściowym do 2-etapowej procedury oczyszczania jest inwertazy jest surowy ekstrakt 

drożdżowy (SE). Ekstrakt ten został przygotowany z wykorzystaniem zjawiska autolizy (samorzutnego 

procesu rozpadu) komórek drożdży pod wpływem 0,1 M NaHCO3 (40°C). Przed przystąpieniem do 

poniżej opisanej procedury oczyszczania należy pobrać 500 µl SE do eppendorfki, zachowując próbę do 

oznaczenia w wyjściowym preparacie aktywności inwertazy i zawartości białka. 

 

Frakcjonowanie białek acetonem: 

 

Pobrać 30 ml SE i przenieść go do umieszczonej w lodzie butelki wirówkowej o pojemności 125 ml. Do 

butelki dodać następnie 75 ml schłodzonego acetonu, wymieszać i inkubować w lodzie 10 min. 

Wytrącone białka odwirować (12 min, 11 200 × g). Supernatant ostrożnie przelać do pojemnika na zlewki 

organiczne, a osad dokładnie rozpuścić w 1,5 ml 10 mM buforu A. Z otrzymanego w ten sposób 

preparatu enzymatycznego przenieść 500 µl do eppendorfki i zachować, a pozostałość poddać kolejnemu 

etapowi oczyszczania. 

 

Rozdział na złożu Sephadex G-200: 

 

Wyskalować na 2 ml dwanaście małych szklanych probówek i na 12 ml jedną dużą. Pod wylotem 

kolumny umieścić probówkę wyskalowaną na 12 ml. Nanieść na złoże w jednej porcji preparat 

enzymatyczny uzyskany w poprzednim etapie oczyszczania, natychmiast otworzyć kapilarę wylotową 

kolumny i wsączyć próbę do fazy stacjonarnej, starając się nie zapowietrzyć jej złoża. Natychmiast po 
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wsączeniu próby zamknąć wylot kolumny. Dopełnić ostrożnie kolumnę buforem A i nałożyć górny korek 

z wężykiem zasilającym fazę ruchomą (bufor A). Otworzyć wylot kolumny (od tego momentu, aż do 

końca rozdziału, nie wolno zatrzymać przepływu!) i najpierw zebrać 12 ml wycieku w dużej probówce 

(frakcja do odrzucenia), a następnie ustawić kolejno małe probówki wyskalowane na 2 ml i zebrać 

dwanaście 2-mililitrowych frakcji. Po zakończonym rozdziale chromatograficznym żel Sephadex G-200 

należy pozostawić pod 2 cm warstwą buforu A. 

 

Wstępna ocena aktywności enzymu w zebranych frakcjach: 

 

Do 12 nowych probówek odmierzyć po 50 µl z kolejnych frakcji (roztwór należy pipetować bezpośrednio 

na dno probówki) i następnie rozpocząć reakcję enzymatyczną, dodając do probówek po 2 ml 50 mM 

roztworu sacharozy. Reakcje prowadzić w temperaturze pokojowej przez 5-10 minut i przerwać je 

poprzez dodanie 2 ml DNS (reakcje należy przerywać w tej samej kolejności, co je rozpoczynano!). 

Wszystkie próby wstawić do wrzącej łaźni wodnej i gotować przez 10 min. Po wyjęciu prób i schłodzeniu 

dodać do każdej z nich po 5 ml H2O destylowanej i wymieszać. Oszacować wzrokowo natężenie barwy 

roztworu (świadczącej o aktywności badanego enzymu) w poszczególnych probówkach i wybrać 3 

probówki, w których natężenie barwy jest największe. Odpowiadające im 3 frakcje wycieku z kolumny 

połączyć ze sobą (zmieszać w jednej probówce). Otrzymany w ten sposób preparat enzymatyczny po 

rozdziale (RE) zachować do dalszych oznaczeń. 

 

Właściwe oznaczanie aktywności enzymu: 

 

Do oznaczeń stosować 5-10-krotnie rozcieńczony SE i nierozcieńczony preparat enzymatyczny uzyskany 

po rozdziale w żelu Sephadex G-200 (RE). Przed przystąpieniem do oznaczenia aktywności inwertazy 

należy na 5 min wstawić 13 ml 50 mM roztworu sacharozy do łaźni wodnej o temperaturze 30°C. 

Do dwóch probówek odmierzyć po 50 µl rozcieńczonego preparatu SE, a do dwóch kolejnych po 50 µl 

preparatu RE i wstawić do łaźni wodnej o temperaturze 30°C. Równolegle przygotować 2 puste probówki 

(próby kontrolne: jedna dla SE, druga dla RE) i również wstawić do łaźni. Do wszystkich sześciu 

probówek dodać po 2 ml DNS. Następnie, do jednej próby kontrolnej dodać 50 µl rozcieńczonego 

preparatu SE, a do drugiej 50 µl preparatu RE. Wszystkie próby wstawić do wrzącej łaźni wodnej i 

gotować przez 10 min. Po wyjęciu prób i schłodzeniu dodać do każdej z nich po 5 ml H2O destylowanej i 

wymieszać. Zmierzyć absorbancję prób badanych przy 540 nm, zerując spektrofotometr wobec 

odpowiednich prób kontrolnych. 

 

Oznaczanie zawartości białka: 

 

Do dwóch eppendorfek odmierzyć po 200 µl rozcieńczonego preparatu SE, a do dwóch następnych po 

200 µl preparatu RE. Do wszystkich czterech probówek dodać następnie po 600 µl H2O destylowanej 

oraz po 200 µl odczynnika Bradford i wymieszać. Równolegle należy przygotować próbę kontrolną, 

mieszając 800 µl H2O destylowanej i 200 µl odczynnika Bradford. Po 10 min zmierzyć absorbancję przy 

595 nm, zerując spektrofotometr na próbę kontrolną.  

Stężenie białka odczytać z krzywej wzorcowej BSA (albuminy surowiczej bydlęcej). 

 

Opracowanie wyników: 
 

Do obliczenia aktywności enzymu i zawartości białka wykorzystać odpowiednie krzywe wzorcowe, z 

których należy odczytać, po uśrednieniu wartości absorbancji, liczbę µg heksoz (cukrów redukujących) i 

liczbę µg białka. Ilość uwolnionych cukrów redukujących przeliczyć na µmole heksoz uwzględniając ich 

masę molową 180 g/mol. Następnie obliczyć całkowitą aktywność enzymu i całkowitą zawartość białka 

w surowym ekstrakcie (SE) i preparacie po rozdziale chromatograficznym (RE), uwzględniając objętość 

preparatów i stopnie rozcieńczenia prób wziętych do oznaczeń. Aktywność enzymu należy wyrazić w 
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jednostkach (U)*, czyli µmol × min-1 (czas reakcji: 10 min). Należy również obliczyć aktywność 

właściwą** (Aw) preparatu enzymatycznego RE (U × mg-1 białka) obu preparatów oraz stopień 

oczyszczenia inwertazy w wyniku zastosowanej procedury. W tym celu należy aktywność właściwą 

preparatu RE podzielić przez aktywność właściwą preparatu SE. Wyniki zestawić poniżej. 

 

próba µg heksoz µmole heksoz 

µg białka w 

nierozcieńczonym 

preparacie 

µmole × min-1 × ml-1 

nierozcieńczonego 

enzymu 

µmole × min-1 

× mg-1 białka 

SE 
   

 

  

RE 
     

 
 

Stopień oczyszczenia inwertazy (AwRE / AwSE):  

 

 

 

* Jednostką (U) każdego enzymu jest ta jego ilość, która katalizuje przemianę 1 µmola substratu w ciągu 1 minuty 

w optymalnych warunkach temperatury, pH i stężenia substratu. 

** Aktywność właściwa – liczba jednostek enzymu na 1 mg białka. 

 


