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Otrzymywanie inwertazy — p-fruktofuranozydazy (EC 3.2.1.26) z drozdzy
i badanie jej wlasciwosci

Wprowadzenie

Inwertazy (B-fruktofuranozydazy, EC 3.2.1.26) wystgpuja u bakterii, grzybow, roslin i zwierzat.
Rozktadaja sacharoze na heksozy - glukozg i fruktozg. Sacharoza, dwucukier nie posiadajacy wasciwosci
redukujacych, jest jednym z materialéw zapasowych roslin i gldéwna forma transportowa weglowodandéw
w roslinach. Jej rozktad dostarcza ro§linom monocukrow, ktore sg substratami glikolizy i biora udziat w
regulacji procesé6w komorkowych.

Sacharoza i heksozy moga dziala¢ jako czasteczki sygnatowe, wplywajac na ekspresje genow i
rozwoj roslin, a takze s3 zaangazowane w procesy obronne. Ro$linne izoformy inwertazy rdznig sig
lokalizacja subkomoérkowa, optimum pH i punktem izoelektrycznym (pI) — czyli takim pH, w ktérym
czasteczka biatka enzymatycznego wystepuje w postaci jonu obojnaczego. Inwertazy obojetne lub
zasadowe znajduja si¢ w cytoplazmie i niewiele wiadomo o ich funkcjach. Uwaza sie, Ze petnig one role
w katabolizmie sacharozy. Inwertazy kwasne znajduja si¢ w wakuolach i przypuszcza sie, ze reguluja
zakres stezen sacharozy akumulujacej si¢ w czasie fotosyntezy i eksportowanej do innych czgsci roslin.
Najlepiej poznanymi izoformami sg nierozpuszczalne kwasne inwertazy ulokowane w przestrzeni
apoplastycznej, czyli zwigzane ze $ciang komorkowa. Sa one modyfikowane prze N-glikozylacje, a ich
wypadkowy tadunek dodatni umozliwia wigzanie z ujemnie naladowanymi sktadnikami S$ciany
komoérkowej. Inwertazy te posrednio lub bezposrednio przyczyniaja si¢ do zmiany proporcji cukrowcow
w komorkach, przez co graja gtéwna role w regulacji procesow rozwojowych. Inwertazy apoplastyczne
stymulowane sg przez: cukry, fitohormony, czynniki stresowe (biotyczne i abiotyczne). W dodatku, w
wyniku aktywacji enzymu uwalniane heksozy sa czasteczkami sygnalnymi do akumulacji fitohormonéw,
ekspresji gendow zaangazowanych w mechanizmy obronne i do indukcji zwrotnej inwertazy. U
Arabidopsis sze$¢ gendow koduje inwertazy zwigzane ze $ciang komorkowa, a geny te wykazuja
specyficzng i zroznicowang ekspresje w roznych czegsciach rozwijajacej si¢ rosliny. Ekspresja czterech z
nich jest silniejsza w czasie podzialow komorkowych. Od aktywnosci inwertazy zaleza zatem wzrost i
podziaty mitotyczne. Aktywnos$¢ inwertazy zwigzanej ze S$ciang komoérkowa jest hamowana i tym
sposobem regulowana przez specyficzne biatka regulatorowe.

Inwertazy wydaja si¢ by¢ szczegdlnie waznymi enzymami rowniez dla zwierzat, Sa obecne
bowiem u owadéw. U pszczot wystepuja w Slinie, gdzie biorg udzial w przetwarzaniu cukru z nektaru
kwiatowego do cukrow prostych. Mrowki, zywigce si¢ zarOwno pokarmem zwierzgcym, jak i roslinnym,
moga metabolizowa¢ zwiazki pochodzace z wielu réznych zrédet pozywienia. Badania wykazaty, ze
miedzygatunkowe roznice w aktywno$ci enzymoéw trawiennych moga odzwierciedla¢ nawyki
zywieniowe mrowek. Wiele mrowek zywi si¢ bogatymi w weglowodany ptynnymi zrédtami pokarmu,
takimi jak spadz, sok roslinny i nektar pozakwiatowy (tj. nektar wydzielany na narzadach
wegetatywnych, ktory nie jest funkcjonalnie zaangazowany w zapylanie. Poniewaz sacharoza jest
powszechna we wszystkich tych zrodtach pozywienia, aktywno$¢ inwertazy jest wymagana do
wykorzystania jej z pokarmu.

Inwertazy sg wykorzystywane w przemysle spozywczym do produkcji czekoladek z potptynnym
nadzieniem. Podczas produkcji nadzienie, ktorego gléwnym skladnikiem jest sacharoza wystepuje w
postaci stalej i jest pokrywane warstwa czekolady. Nastepnie takie pralinki dojrzewaja przez kKilka
tygodni, w trakcie ktorych w wyniku dziatania inwertazy dodanej w procesie produkcji, sacharoza
rozkladana jest do fruktozy i glukozy, ktore chtongc wilgo¢ ze s$rodowiska powoduja w efekcie
uplynnienie nadzienia.
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Inwertazy wystgpujace W organizmach grzybow sa dobrze poznane, np. enzymy z S. cerevisiae,
czy Aspergillus. Te ostatnie maja zdolno$¢ syntezy fruktooligosacharydow i sa wykorzystywane w
produkcji tych cukrowcoéw na skale techniczng. Chociaz wlasciwos$ci inwertaz z grzybow nie roznia sig¢
zasadniczo od enzymow ro$linnych, to ich sekwencje DNA wskazujg na osobng ewolucje. W komorkach
drozdzy inwertaza wystepuje w dwoch formach: zewnatrzkomoérkowej, zwigzanej ze Sciang komorkowa
(wystepujacej w wigkszosci) i wewnatrzkomérkowej. Obydwie formy enzymu sg transkrybowane z tego
samego genu, a ich translacja rozpoczyna si¢ od dwodch roznych kodondow start. Powoduje to, ze
inwertaza zewngtrzna na koncu aminowym ma dwa dodatkowe aminokwasy. Inwertaza wewnetrzna
pozostaje w cytozolu, zewnegtrzna wchodzi do retikulum endoplazmatycznego dzigki sekwencji
sygnatowej. W trakcie sekrecji i transportu do przestrzeni periplazmatycznej do enzymu przylaczane sa
oligosacharydy mannozowe (proces glikozylacji), ktore moga stanowi¢ az 50% masy czasteczkowej
enzymu.
Inwertaza z drozdzy hydrolizuje gtéwnie sacharozg (rys. 1), w mniejszym za$ stopniu inuling i rafinozg
(rys. 2). Mechanizm hydrolizy sacharozy opiera si¢ o katalize nukleofilowa (Asp-23) i kwasowo-
zasadows (Glu-204). Zgodnie z tym mechanizmem podstawienie asparaginy (Asn) w miejsce
asparaginianu w pozycji 23 (Asp-23) powoduje, ze enzym staje si¢ catkowicie nicaktywny. Natomiast
zastgpienie glutaminianu w pozycji 204 (Glu-204) alaning (Ala) daje 3000-krotnie mniejsza aktywnos¢
enzymu.
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RYSUNEK 1. Reakcja hydrolizy sacharozy katalizowana przez inwertaze

Inwertazy katalizujg tez hydrolize innych oligosacharydow (trehalozy, laktozy, rafinozy), ale z 10-krotnie
mniejszg szybkoscia reakcji. W wysokich stezeniach substratu inwertaza wykazuje aktywnos$é
transferazowa typu sacharoza: sacharoza, polegajaca na przeniesieniu reszty fruktozylowej z jednej
czasteczki sacharozy na drugg. W rezultacie powstaje glukoza i trisacharyd — fruktozylosacharoza
(kestoza), ktora jest rowniez hydrolizowana przez inwertazg (rys. 3).
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RYSUNEK 2. Reakcja hydrolizy rafinozy katalizowana przez inwertazg
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RYSUNEK 3. Reakcja transferazowa inwertazy

Badanie aktywnosci B-fruktofuranozydazy oparte jest na dziataniu enzymu na sacharoze i oznaczaniu
ilosci powstajacych cukréw prostych — glukozy i fruktozy w okreslonych warunkach temperatury, pH,
czasu trwania reakcji. Reakcje¢ rozpoczyna si¢ dodaniem enzymu lub substratu, a przerywa dodaniem 1%
roztworu kwasu 3,5-dinitrosalicylowego. W trakcie ogrzewania zachodzi reakcja red-oks migdzy cukrami
redukujacymi i grupa nitrowa w pozycji 3 kwasu DNS (rys. 4). Po odpowiednim rozcienczeniu woda,
absorbancj¢ mierzy si¢ przy dlugosci fali 540 nm, a ilos¢ powstalych heksoz okresla z krzywej

WZOrcowej.
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RYSUNEK 4. Reakcja oksydacyjno-redukcyjna miedzy glukoza i kwasem 3,5-dinitrosalicylowym
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Czes¢ dosSwiadczalna

Cel ¢éwiczenia: Wyizolowanie inwertazy z drozdzy i zbadanie jej aktywnosci, termostabilnosci oraz
okreslenie optimum pH dla dzialania enzymu.

Odczynniki i materialy:

1. Drozdze piekarskie ($wieze).

2. Pyl szklany/piasek.

3. 0,2 M roztwor sacharozy w 0,04 M buforze octanowym o pH 4,7.

4. Uniwersalny bufor Brittona i Robinsona.

5. 0,4 M roztwor sacharozy w wodzie (do badania wptywu pH).

6. 1% kwas 3,5-dinitrosalicylowy (DNS) z 0,4 M NaOH i 1 M winianem sodowo-potasowym.
7. Wzorzec glukozy-fruktozy.

8. Aceton schtodzony.

9. Mozdzierz.

10. Wirowka z rotorem na 15 ml probowki (11467) i 125 ml butelki (12436a).

11. Laznie wodne (nagrzana do 30°C, 40°C, 50°C i 60°C oraz wrzaca taznia wodna).
12. Spektrofotometr.

13. Lod do schlodzenia probowek.

Wykonanie:
Ekstrakcja inwertazy:

Nawazke 1,2 g drozdzy piekarskich doktadnie rozetrze¢ w mozdzierzu z 1,2 g pylu szklanego. Doda¢ 2,5
ml wody destylowanej i rozciera¢ dalej do otrzymania homogennej konsystencji. Doda¢ jeszcze 2,5 ml
wody 1 po wymieszaniu przela¢ homogenat do probowki wiréwkowej na 15 ml. Mozdzierz przeptlukaé
dodatkowo 2,5 ml wody destylowanej i potaczy¢ wode z homogenatem znajdujacym sie¢ w probowce.
Probowki wirowkowe zrownowazy¢ parami i wirowaé przez 20 min (12 000 x g; rotor 11467). Po
odwirowaniu znajdujacy si¢ nad osadem supernatant ostroznie przela¢ do cylinderka i zmierzy¢ objetosc.
Przenie$¢ preparat do butelki wirdéwkowej na 125 ml i da¢ 5-krotng objetos¢ zimnego acetonu. Aceton
nalezy dodawac¢ powoli, mieszajac zawartos¢ probowki. Po 15 min odwirowacé wytracone biatka (4500 x
g; rotor uchylny 12436a). Supernatant ostroznie przela¢ do pojemnika na odpady organiczne, a osad
rozpusci¢ w 5 ml wody destylowane;j.

Oznaczanie aktywno$ci enzymu:

Wazne! W celu oznaczenia aktywno$ci enzymu nalezy odpowiednio rozcienczy¢ preparat inwertazy.
Enzym o zbyt duzej aktywnos$ci nie da wiarygodnych wynikow pomiaru szybkosci reakcji, poniewaz
zachodzi ryzyko zbyt duzego zuzycia substratu i zbyt duzych wartosci absorbancji. W rezultacie
oznaczona aktywno$¢ enzymu bytaby obarczona duzym bledem.

Do 3 probowek (w tym jedna kontrolna) odmierzy¢ po 1 ml 0,2 M sacharozy w buforze octanowym (pH
4,7) 1 preinkubowa¢ 5 min w tazni wodnej (30°C). Roztwdr enzymu réwniez ogrza¢ w 30°C. Po tym
czasie do dwoch probowek badanych w odstepie 30 sek doda¢ po 1 ml roztworu enzymu. Po 10 min
inkubacji do wszystkich probéwek doda¢ po 2 ml kwasu 3,5-dinitrosalicylowego (DNS), a do probowki
kontrolnej 1 ml roztworu enzymu. Wszystkie probowki wstawi¢ do wrzacej tazni wodnej i ogrzewaé
przez 10 min. Nastepnie schtodzi¢ proby, do kazdej doda¢ po 5 ml wody destylowanej i intensywnie
wymiesza¢. Zmierzy¢ absorbancje prob przy 540 nm, zerujac aparat na probe kontrola. Jesli odczyty
absorbancji beda wynosi¢ 0,3-0,6, mozna wykonywa¢ dalsze oznaczenia. Jesli beda za mate lub za duze,
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trzeba przygotowac¢ nowe rozcienczenie enzymu.
Badanie termostabilnos$ci enzymu:

Zeby przekonaé sig, czy biatko jest termostabilne, trzeba sprawdzi¢ w jakich granicach temperatury
aktywno$¢ enzymu nie ulega zmianie. W tym celu do 5 probowek odpipetowac po 1 ml roztworu enzymu
i dwie z nich umiesci¢ w tazni o temperaturze 30°C (jedna bedzie proba kontrolng), trzecia w 40°C,
czwarta w 50°C, piata w 60°C i pozostawi¢ w tych temperaturach na 30 min. Nastepnie probowki
ochtodzi¢ w lodzie i przystapi¢ do pomiaru aktywnosci enzymu. Wszystkie probowki wstawi¢ do tazni o
temperaturze 30°C i po 5 min rozpocza¢ reakcje enzymatyczng substratem, czyli doda¢ do kazdej
probowki (z wyjatkiem proby kontrolnej!) po 1 ml sacharozy w buforze octanowym (pH 4,7) ogrzanej do
temperatury 30°C. Po 10 min reakcje przerwac, dodajac do kazdej probowki badanej po 2 ml kwasu 3,5-
dinitrosalicylowego, a do préby kontrolnej 1 ml sacharozy. Dalej postepowacé jak przy oznaczeniu
aktywnosci enzymu.

Badanie wplywu pH na szybko$¢ reakeji:

Ten eksperyment polega na zbadaniu szybkoSci reakcji katalizowanej przez inwertaze w roéznych pH i
wskazaniu optimum pH dla tego enzymu. W tym celu nalezy do 4 par probéwek (dla kazdego pH proba
kontrolna i badana) odmierzy¢ po 0,5 ml buforéw o pH: 3,0; 5,0; 7,0 i 9,0, po czym do wszystkich
probéwek doda¢ po 0,5 ml 0,4 M roztworu sacharozy w wodzie. Wstawi¢ do tazni wodnej o temperaturze
30°C i preinkubowa¢ 5 min. Do prob badanych doda¢ po 1 ml enzymu. Po 10 min do wszystkich
proboéwek doda¢ po 2 ml kwasu 3,5-dinitrosalicylowego, a do prob kontrolnych 1 ml enzymu. Dalej
postepowac jak przy oznaczeniu aktywnosci inwertazy.

Opracowanie wynikow:

Z krzywej wzorcowej nalezy odczyta¢ liczbe mikrogramow heksoz odpowiadajacg otrzymanym
warto§ciom absorbancji dla badanych prob. Wyniki pomiarow absorbancji usredni¢ i wpisa¢ do nizej
podanej tabeli. Aktywno$¢ inwertazy wzgledem sacharozy wyrazi¢ w mikromolach heksoz x min? x g*
drozdzy. Do obliczen przyja¢ mase molowa 180 g/mol, czas reakcji 10 min. W tym celu nalezy wypehié
kolejne kolumny tabeli:

pumole x mint x ml*t
proba St As40 ng heksoz pumole x min? nierozcienczonego
enzymu

pumole x min™
x g1 drozdzy

Przygotowa¢ wykresy przedstawiajace termostabilno$¢ enzymu i zalezno$¢ aktywnosci od pH. Na
pierwszych wykresie przedstawi¢ procent aktywnos$ci inwertazy po dzialaniu réznej temperatury (40°C,
50°C i 60°C) obliczonej w stosunku do aktywnosci enzymu przetrzymywanego w 30°C, a na drugim
zalezno$¢ aktywnosci od pH przedstawi¢ w procentach w stosunku do aktywnosci enzymu w pH 5.

V / /4

Strona5z6




oy

v

P

w Lublinie

UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY

Cwiczenia z enzymologii dla Analityki Weterynaryjnej

Strona 6z 6

V/ /A
S M
LSS L
[/



