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Materiat do przygotowania przez studenta na zajecia

e budowa enzymédw (czes¢ biatkowa, centrum aktywne)
e podziat enzymow

e zaleznos¢ pomiedzy budowg a funkcjg enzymu

e jednostki aktywnosci enzymu

e swoistos$¢ dziatania enzyméw

e aktywnos¢ catkowita i specyficzna

e mechanizm dziafania enzyméw

e kinetyka reakcji enzymatycznych (model Michaelisa-Menten, szybkos¢ reakcji, czynniki
wptywajgce na szybkosc¢ reakcji)

e inhibitory enzymow
e kofaktory, koenzymy — podziat i mechanizm dziatania

® izoenzymy
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Wykonanie éwiczen

1. Wykrywanie oksydaz i peroksydaz w ziemniaku.

Wykonanie:

Umytego i obranego ziemniaka utrze¢ na tarce o drobnych oczkach. Miazge wtozy¢ do zlewki
z okoto 200 ml wody. Zawarto$¢ zlewki fagodnie wymieszaé. Uzyskuje si¢ w ten sposéb wodny
ekstrakt zawierajagcy enzymy i skrobig. Otrzymany roztwdr zdekantowaé 1 przesaczyc.

Otrzymany wyciag ziemniaczany zachowac¢ do kolejnych doswiadczen.

Do 6 probowek wlaé po 5 ml wyciagu ziemniaczanego. Do dwoch doda¢ 10 kropli 1% roztworu
fenolu, do dalszych dwoch 10 kropli 1% roztworu pirokatechiny, a do pozostatych po 10 kropli
1% roztworu pirogalolu. Zawarto$¢ probowek wymieszaé. Nastepnie do jednej probowki z
kazdej pary doda¢ 10 kropli 3% roztworu H>O2, wymiesza¢ i obserwowac¢ zmiang zabarwienia.
W probéwkach zawierajacych obok zwigzkow fenolowych H>O; zmiana zabarwienia nastepuje

o wiele szybciej bowiem réwnoczesnie dziatajg oksydazy i peroksydazy.

Podobna reakcj¢ obserwuje si¢ nawet bez powyzszych odczynnikéw, np. na obranym
ziemniaku, ktory po pewnym czasie sinieje, poniewaz zawarte w nim zwiazki typu o-dwufenoli

ulegajg utlenieniu.

Zanotowac obserwacje, wyjasni¢ mechanizm.
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2. Wrazliwos¢ oksydaz i peroksydaz na temperature

Wykonanie:

Do 3 probéwek odmierzy¢ po 3 ml wyciggu ziemniaczanego. Dwie proboéwki ogrzewac na tazni

wodnej w temperaturze 70° C przez 10 lub 15 lub 20 minut. Nastepnie ostudzi¢ i doda¢ do

pierwszej probowki 10 kropli pirokatechiny (powinny dziata¢ oksydazy), do drugiej 10 kropli

pirokatechiny 1 3% roztworu H»O; (powinny dziala¢ oksydazy i peroksydazy). Trzecia

probowke z zawarto$cig zagotowac i doda¢ 10 kropli 1% roztworu pirokatechiny i 10 kropli

3% roztworu H20;. Zanotowac¢ obserwacje, wyjasni¢ mechanizm.
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3. Wykrywanie katalazy

Zasady:

Katalaza jest bardzo rozpowszechnionym enzymem wystepujacym u czlowieka, zwierzat,
roslin 1 wszystkich bakterii beztlenowych. Jest naturalnym antyoksydantem chronigcym
organizm przed szkodliwym dziataniem nadtlenku wodoru. Aktywno$¢ katalazy obserwuje si¢
w krwi, szpiku, btonach $luzowych, nerkach oraz watrobie. Jej zadaniem jest katalizowanie

reakcji rozktadu nadtlenku wodoru do czasteczki tlenu i wody zgodnie z rownaniem:
2 HxO2 2 2 H20 + Oz

Katalaza jest metaloproteidem, zawierajagcym w stanie krystalicznym 0,09% zelaza (odpowiada
to czterem atomom Fe na czasteczke). Wyrdznia si¢ bardzo wiele inhibitorow katalazy. Wsrod
nich mozna wymieni¢ szereg substancji, ktore reaguja z zelazem tréjwartosciowym koenzymu
katalazy m.in. siarczki, cyjanki, fluorki, azydki, hydroksyloamina. Réwniez sam nadtlenek

wodoru w duzych stezeniach dezaktywuje katalazg.

Wykonanie:
Do dwéch probowek wla¢ po 2 ml wyciagu ziemniaczanego do kolejnych dwéch po 2 ml
wyciagu z kapusty. Jedng probowke z kazdej pary ogrza¢ do wrzenia i ostudzi¢. Do wszystkich

proboéwek dodac po 2 ml 3% H>0,. Zanotowac obserwacje, wyjasni¢ mechanizm.
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4. Inaktywacja termiczna enzymow fermentacji alkoholowej

Zasada:

Dezaktywacja enzymu nast¢puje, kiedy enzym zostanie narazony na warunki w jakich

normalnie nie funkcjonuje w zywej komorce: zmiana temperatury, zbyt wielka lub mata ilos¢

soli, zmiana odczynu PH itp. Powtorna zmiana warunkow, w jakich funkcjonuje enzym na

normalne przywraca jego aktywnosc¢.

Wykonanie:

Kawalek drozdzy piekarskich (wielkosci duzej fasoli) rozetrze¢ w 10 ml wody destylowane;.

Otrzymang zawiesing rozdzieli¢ na dwie rowne czesci. Jedng z nich ogrzewac we wrzacej tazni

wodnej przez 5 minut w celu termicznej inaktywacji enzymow. Nastepnie do obu zawiesin

doda¢ po okoto 20 ml 10% roztworu sacharozy i przenies¢ do kolbek lub zlewek. Pozostawic¢

naczynka w temperaturze pokojowej na okoto 45 minut. Porownaé przebieg fermentacji,

zanotowac obserwacje, wyjasni¢ mechanizm.
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5. Wplyw pH na dzialanie enzymow

Wykonanie:
Przygotowa¢ dwa rzedy probowek (po 4 probowki w kazdym) i ponumerowac je w kazdym
rzedzie od 1 do 4. Do poszczegdlnych probéwek dodawac kolejno po 2 ml nastepujacych

roztworow, o roznym pH:

probowka Nr 1 - 0,1M kwas solny - pH 1,0

proboéwka Nr 2 - 0,1% kwas mlekowy - pH 5,0

probéwka Nr 3 - woda destylowana - pH 7,0

probéwka Nr 4 - 1% weglan sodu - pH 9,0
Do probowek pierwszego rzedu dodac po 2-3 krople roztworu pepsyny 1 3-4 , ktaczki” witoknika
zabarwionego czerwienig Kongo. Do probowek drugiego rzedu doda¢ po 1 ml kleiku
skrobiowego 1 po 2 ml roztworu amylazy.
Wszystkie probowki wstawi¢ do tazni wodnej o temperaturze 37° C na 20 minut.

Zaobserwowag, ktory z roztwordw zawierajacych wloknik i pepsyne zabarwit sie.

Do kazdej probowki (drugiego rzedu) zawierajacej skrobie i amylaze wrzuci¢ po kawateczku
uniwersalnego papierka lakmusowego. Ciagle mieszajac, dodawac¢ kroplami rozcienczony
NaOH (probowka 1 i 2) lub HCIl (proboéwka 4) - doprowadzi¢ ptyny do oddzialywania
obojetnego kierujac si¢ barwa papierka. Nastepnie zawarto$¢ kazdej probowki rozdzieli¢ na

dwie czesci (A 1 B).

Roztwory A poddac probie na obecnos¢ skrobi, dodajac 2 krople ptynu Lugola. Z roztworami
B wykona¢ probe redukcyjng Benedicta (do 1 ml odczynnika Benedicta doda¢ 3 - 5 kropli
roztworu B. Wymiesza¢ i wstawi¢ na 5 min. do wrzacej tazni wodnej, a nastgpnie wyjac i

ozigbi¢ pod biezgca wodg).
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Zaobserwowac¢ zalezno$¢ aktywnosci badanych enzyméw od pH roztworu. Ustalic w
przyblizeniu optimum pH dla obydwu badanych enzymow. Wyniki zestawi¢ w Tabeli,

zaznaczajac efekty reakcji (w zaleznosci od ich nat¢zenia) odpowiednia liczbg plusow.

Probowka 1 2 3 4
DH 1 ,0 5,0 7IO 910
Pepsyna

Amylaza
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6. Wykorzystanie ureazy do celow analitycznych

Zasada:

Ureaza katalizuje reakcje hydrolitycznego rozkladu mocznika na amoniak i dwutlenek wegla,

optymalne warunki reakcji to 40 °C i pH 7.

Wykonanie:

H>N-CO—-NH:2 + H20 — 2NHs + CO2

Ureaza wystgpuje m. in. w mace sojowej. Do probéwki wlac¢ ok. 5 ml 5% roztworu mocznika

1 doda¢ ok. 1 g badanej probki oraz 1 krople fenoloftaleiny. Przykry¢ probowke korkiem.

Odstawi¢ na 15 min., po czym sprawdzi¢, czy pojawito si¢ czerwone/rézowe zabarwienie i czy

daje si¢ wyczu¢ won amoniaku.
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7. Stopniowy rozklad skrobi przez amylaze
Zasada:

W przypadku czlowieka i zwierzat obserwujemy wystgpowanie wylacznie o-amylazy.
Najwyzszg aktywnoscig enzymatyczng charakteryzuje si¢ sok trzustkowy i §lina, a w dalsze;j
kolejnosci surowica krwi 1 mocz. Przebieg reakcji hydrolizy skrobi mozna $ledzi¢ przez
ograniczenie ilosci substratu wielkoczasteczkowego (zanik niebieskiej barwy) lub pojawienie

sie niskoczasteczkowych produktow reakcji (pomiar wzrostu ilosci zwigzkow redukujacych).

Wykonanie:
Przygotowanie roztworu amylazy $liny: przeptuka¢ usta ciepla woda, nastepnie pobracé tyk
wody do ust i po kilku minutach wyplu¢ do zlewki, czynno$¢ te powtorzy¢ kilkakrotnie az

uzyska si¢ powyzej 10 ml roztworu amylazy.

Do probowki odmierzy¢ 7 ml §wiezo przyrzadzonego roztworu skrobi i 7 ml otrzymanego
roztworu amylazy $liny. Doktadnie wymiesza¢ a nastepnie probowke umiesci¢ w tazni wodne;j
w temperaturze 40 °C na okoto 5 minut. W tym czasie przygotowac pipet¢ o pojemnosci 1 ml
i 10 probowek. W kazdej probowce umiesci¢ po 2 ml 0,002 % roztworu jodu w jodku potasu.
Po uplywie 5 minut z probowki zawierajacej skrobi¢ i enzym pobiera¢ co p6t minuty 1 ml
roztworu 1 umieszcza¢ w kolejnych wczesniej przygotowanych probowkach. Obserwowacé

zabarwienie.
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