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Oznaczanie aktywnoéci amylazy $linowej

13.1. Wprowadzenie

Enzymy to grupa biatek dzialajacych w komodrkach i plynach ustrojowych zywych
organizmow jako biokatalizatory reakcji biosyntezy i rozktadu. W komorce enzymy
wystepuja pojedynczo lub tworza uktady wieloenzymatyczne katalizujace szereg
nastepujacych po sobie reakcji. Reakcje regulowane przez enzymy sa podstawa
wszystkich procesow zyciowych: oddychania, wzrostu, skurczow migsni, przewodzenia
impulséw nerwowyech, trawienia i wielu innych.

Wiegkszo$¢ enzyméw sklada sie¢ z cze$ci biatkowej, czyli apoenzymu, oraz czesci
niebiatkowej, czyli grupy prostetycznej lub koenzymu. Niebiatkowe czesci enzymu
pelnia w reakcjach enzymatycznych funkcj¢ przenosnikow elektronow okreslonych
atomow lub  ugrupowan chemicznych z jednego metabolitu na drugi.
Czeg$¢ bialkowa jest czynna tylko w polaczeniu ze skladnikiem niebiatkowym -

koenzymem i decyduje o swoisto$ci enzymu, a czgsto i o rodzaju reakcji.

Enzymy charakteryzuje duza specyficznos¢, zarowno pod wzglgdem katalizowanej
reakcji chemicznej jak 1 wyboru zwigzkéw bioragcych w niej udziat. Jeden enzym

katalizuje na ogo6t pojedyncza reakcje chemiczng lub grupe scisle pokrewnych reakc;ji.

Teoretycznie reakcje enzymatyczne sa odwracalne, przy czym enzym nie ma wptywu na
kierunek przebiegu reakcji. Przyspiesza on jedynie moment osiggniecia stanu rOwnowagi
przez reakcje. Osiggnigecie punktu roOwnowagi jest uwarunkowane prawami
termodynamicznymi. Poniewaz w wyniku wielu reakcji przebiegajacych w jednym
kierunku wydziela si¢ energia nalezy dostarczy¢ roéwnowazng iloS¢ energii, aby
spowodowa¢ zmiang¢ kierunku ich przebiegu. Energia ta jest dostarczana w postaci
wysokoenergetycznych wigzan fosforanowych, jakimi sa np. koncowe wigzania

adenozynotrifosforanu (ATP).

13.1.1. Klasvfikacja enzymow

Migdzynarodowa Unia Biochemii zaproponowata w 1964 roku podzial enzymow na 6
klas w zaleznosci od katalizowanej reakcji:
1. oksydoreduktazy (np. dehydrogenazy, oksydazy) - enzymy katalizujace reakcje, w

ktérych dochodzi do zmiany stopnia utlenienia.


http://www.bryk.pl/słowniki/słownik_biologiczny/85539-apoenzym.html
http://www.bryk.pl/słowniki/słownik_biologiczny/86249-koenzym.html
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transferazy (np. aminotransferazy, acetylotransferazy, kinazy) - enzymy
katalizujgce reakcje przenoszenia grup funkcyjnych z jednej czasteczki na drugg.
hydrolazy (np. proteazy, celulaza, inwertaza) - enzymy rozkladajace substrat
hydrolitycznie, z jednoczesnym przylaczeniem czasteczki wody. np. wszystkie
enzymy trawienne uktadu pokarmowego.

liazy (np. dekarboksylazy aminokwasdéw) — enzymy Kkatalizujace reakcje rozpadu
bez udziatu wody.

izomerazy - enzymy katalizujace reakcje przegrupowan
wewnatrzczasteczkowych, czyli przebudowujace strukture czasteczki bez zmiany
jej sktadu atomowego.

ligazy (syntetazy) — enzymy katalizujace tworzenie nowych wiazan, czyli taczenie

si¢ dwoch czasteczek (reakcje syntezy).

13.1.2. Mechanizm dzialania enzymow

Tworzenie lub zrywanie wigzan chemicznych w obecnosci enzymu poprzedzone jest
powstaniem kompleksu enzym — substrat (ES). Substrat ulega zwigzaniu w specyficznym
rejonie enzymu, ktory nazywa si¢ miejscem aktywnym. Miejsce aktywne enzymu to
obszar, ktory wigze substraty oraz dostarcza reszt aminokwasowych, bioracych
bezposredni udzial w tworzeniu i zrywaniu wigzan chemicznych. Po powstaniu
produktow reakcji czasteczka enzymu uwalnia si¢ z kompleksu 1 po powrocie do formy
pierwotnej tworzy nowy kompleks z nastepna czasteczka substratu.

Wyrdznia si¢ dwa typy mechanizmoéw taczenia si¢ enzymu z substratem:

model Klucza i zamka —miejsce aktywne enzymu, musi by¢ dopasowane swoim

ksztattem do substratu by moc przeksztatci¢ go w produkt (rys. 1)
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Rys.1 Model klucza i zamka


http://www.chem.uw.edu.pl/people/AMyslinski/cw13/rysoch2a.gif
http://www.chem.uw.edu.pl/people/AMyslinski/cw13/rysoch2a.gif
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e model indukowanego dopasowania - mechanizm opierajacy si¢ na dopasowaniu
ksztattu enzymu do substratu lub odpowiedniej grupy substratow i przeksztalceniu
ich w produkty. Enzym moze rowniez znieksztalca¢ substrat wymuszajgc w nim

konformacje podobna do stanu przejsciowego (rys. 2)
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Rys. 2 Model indukowanego dopasowania

13.1.3. Wiasciwosci kinetyczne enzymow

Leonor Michaelis i Maund Menten opisali zalezno$¢ szybkosci reakceji katalizowanej
enzymem. Podstawowg cechg tego modelu jest zalozenie, ze kompleks enzym — substrat
jest koniecznym etapem posrednim procesu katalitycznego.

Najprostszy model, ktéry odpowiada wilasnoscig kinetycznym wielu enzymoéw mozna

zapisa¢ w postaci:

ks

ks
E+S«—ES_SE+P (13.2)
kZ

Enzym E laczy si¢ z substratem S tworzac kompleks ES. Reakcje charakteryzuje stata
szybkosci kj. Istniejg dwie mozliwe drogi rozpadu kompleksu ES. Moze on dysocjowaé
do E 1 S ze stalg szybkosci ky lub moze si¢ przeksztatca¢ tworzac produkt P ze stalg
szybkosci ks. Zaktada sig, ze produkt reakcji nie moze ulec powrotnemu przeksztatceniu
w wyjsciowy substrat.

Szybkos¢ katalizy jest rowna iloczynowi stezenia kompleksu ES i statej ks:

V =Kk,[ES] (13.2)
Szybkosci tworzenia i rozpadu ES wynosza odpowiednio:

szybko$¢ tworzenia ES = k; [E] [S] (13.3)

szybko$¢ rozpadu ES = (k; + k3) [ES] (13.4)


http://www.chem.uw.edu.pl/people/AMyslinski/cw13/rysoch2b,gif
http://www.chem.uw.edu.pl/people/AMyslinski/cw13/rysoch2b,gif
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Jezeli szybko$¢ tworzenia kompleksu ES jest rowna szybkosci jego rozpadu to

porownujac rownania (3) i (4) otrzymuje si¢:

sy - ST @29
gdzie:
K, = k2k+k3 (13.6)

nazywa si¢ stalg Michaelisa. Ky jest rowne takiemu stezeniu substratu, dla ktorego
szybko$¢ reakceji osiaga polowe swojej wartosci maksymalne;.
W warunkach, kiedy stezenie enzymu jest duzo mniejsze od st¢zenia substratu, st¢zenie
niezwigzanego enzymu [E] jest rowne catkowitemu st¢zeniu enzymu [Ef]
pomniejszonemu o stezenie kompleksu [ES]:

[E] = [Es] - [ES] (13.7)

Podstawiajac rownanie (7) do (5), a nastepnie do réwnania (2) otrzymuje si¢:

_ [S]
V= k3[ET]—[S]+ < (13.8)

Maksymalng szybko$¢ reakcji Vmax uzyskuje si¢ wtedy, kiedy wszystkie miejsca enzymu

sg wysycane substratem, czyli kiedy [S]/([S] + Kwm) jest bliskie 1. Stad:

Vi = ks [E; ] (13.9)
W wyniku podstawienia réwnania (9) do rownania (8) otrzymuje si¢ rownanie Michaelisa
— Menten:
V=V, _ 51 (13.10)
[S]+ K,

13.1.4. Czynniki wplywajace na aktywno$¢ enzymow

Enzymy sg bardzo podatne na zmiang niektérych czynnikow zewnetrznych. Wplywa to
na aktywnos$¢ i szybkos$¢ zachodzacych reakcji enzymatycznych

a) Temperatura

Enzymy traca aktywno$¢ pod wptywem ciepla. Temperatura w granicach 50 — 60 °C
powoduje szybka inaktywacje wigkszosci enzymow. Inaktywacja ta jest nieodwracalna,

poniewaz enzymy nie odzyskuja aktywnos$ci po ochtodzeniu.
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b) Odczyn

Dla wigkszosci enzymow wewnatrzkomérkowych optymalny jest odczyn zblizony do
obojetnego. Silne kwasy i zasady powoduja nieodwracalng inaktywacje tych enzymow.

¢) Stezenie enzymu, substratu oraz kofaktoréw

Przy statym pH i statej temperaturze oraz przy nadmiarze substratu szybkos$¢ reakcji jest
Wprost proporcjonalna do st¢zenia enzymu. Jezeli uktad wymaga obecnosci koenzymu to
jego obecnos¢ okresla szybkos¢ reakeji.

d) Trucizny enzymow

Niektore enzymy sa szczeg6lnie wrazliwe na dziatanie trucizn, takich jak cyjanek, kwas
jodooctowy, fluorek i in., przy czy substancje te powoduja inaktywacje enzymow. Same

enzymy moga takze oddziatywac jak trucizny, jezeli znajda si¢ w niewtasciwym miejscu.

13.1.5. Amylaza slinowa

Amylaza $linowa nalezy do grupy enzymow trawiennych zwanych hydrolazami. Enzymy
te katalizujg rozklad wigzan glikozydowych, taczacych ze soba czasteczki cukréw
prostych. Amylaza $linowa rozklada skrobi¢ (wielocukier) na krotsze fragmenty z
odtgczeniem maltozy (dwucukru).

Aby zaszla reakcja, musi doj$¢ do zderzenia efektywnego czasteczki skrobi z enzymem.
Amylaza §linowa podczas zderzenia moze “zaatakowac” substrat w miejscu, w ktérym
dokonuje si¢ hydroliza enzymatyczna lub w miejscu nie podatnym na dziatanie enzymu.
W wyniku aktywnego zderzenia enzymu z skrobig, amylaza $linowa rozcinajac substrat
uwalnia maltozg, a powstale produkty reakcji sa traktowane jako substraty w nast¢pnych
zderzeniach. W przypadku zderzenia nieefektywnego uktad pozostaje bez zmian (rys. 3,

zderzenie 3).
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Rys. 3 Hydroliza skrobi

13.2. Pomiary
Celem ¢wiczenia jest:
a) stopniowy rozktad skrobi przez amylaze §linowa
b) okreslenie optymalnej temperatury i pH dla amylazy $linowej

C) oOznaczenie aktywnos$ci amylazy §linowej metodg Wohlgemuta

13.2.1 Przygotowanie roztworu $liny

W celu przygotowania roztworu §liny nalezy usta przeptuka¢ woda destylowana, chwile
poczekaé i zebraé¢ 2 cm® §liny do probowki falcone. Zebrang $ling nalezy rozcieficzy¢ 5 —

krotnie woda destylowang.

13.2.2 Hydroliza skrobi

Odczynniki:
1) roztwor sliny
2) 1% roztwor skrobi: odwazy¢ 1 g skrobi i przygotowaé zawiesing w ok. 10 ml
wody, odmierzy¢ 90 ml wody i zagotowac. Do wrzace] wody wla¢ zawiesing
skrobiowa, zagotowac 1 szybko schtodzi¢ otrzymany 1 % kleik skrobiowy.

3) 0,0025% roztwor jodu
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Przed przeprowadzeniem rozktadu skrobi, nalezy przygotowac statyw z 15 probowkami
szklanymi wypetionymi 1 cm® roztworu jodu.

W probéwce falcone wymieszaé 1 cm® roztworu $liny z 9 cm® wody destylowane;j.
Probowke umiescié¢ w tazni wodnej o temperaturze 37 °C. Po osiggnieciu przez roztwor
zadanej temperatury (okolo 5 min), wla¢ do niego 10 cm® 1% roztworu skrobi
inkubowanego w tej samej temperaturze. Po zmieszaniu sktadnikéw pobra¢ pipeta 1 cm®
mieszaniny i doda¢ do pierwszej proboéwki z jodem. Nastgpnie mieszaning reakcyjng
(skrobia + §lina) nalezy inkubowaé w temperaturze 37 °C. Co 30 sekund pobieraé po 1

cm® hydrolizatu i dodawaé¢ do kolejnej probowki z jodem. Jesli barwa w trzech

pierwszych probowkach nie wykazuje wyraznej zmiany, hydrolizat pobiera¢, co minutg.

13.2.3 Wplyw temperatury na aktywno$¢ amylazy

Odczynniki:

1) roztwor $liny

2) 1% roztwor skrobi (0 temperaturze 20°C, 37°C, 45°C)

3) 0,0025% roztwor jodu
Przed przeprowadzeniem ¢wiczenia nalezy przygotowaé statyw z 15 probdwkami
szklanymi wypetnionymi 1 cm® roztworu jodu.

% wody

W trzech probowkach falcone wymieszaé 1 cm® roztworu Sliny z 9 cm
destylowanej. Probowki inkubowaé¢ w trzech roznych temperaturach, a nastgpnie dodac
do nich po 10 cm® roztworu skrobi o tej samej temperaturze. Wlaczy¢ stoper. Pobieraé,
co 1 minute 1 cm® hydrolizatu z mieszanin o réznych temperaturach i dodawac je do
kolejnych proboéwek z jodem. W przypadku braku widocznej zmiany lub zbyt szybkiej

zmiany barwy skorygowac odstep czasu, w ktérym pobierany jest hydrolizat

13.2.4 Wpltyw pH na aktywno$é amylazy

Odczynniki:
1) roztwor §liny
2) 1% roztwor skrobi
3) 0,0025% roztwor jodu
4) bufor cytrynianowi — fosforanowy o pH 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5
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Przed przeprowadzeniem c¢wiczenia nalezy przygotowac statyw z 15 probowkami
szklanymi wypetionymi 1 cm® roztworu jodu.

W trzech probowkach falcone wymiesza¢ 1 em® roztworu $liny z 9 cm® buforu o trzech
roznych warto$ciach pH, wskazanych przez prowadzacego ¢wiczenie. Probowki
inkubowa¢ w temperaturze 37°C, a nastepnie doda¢ do nich po 10 cm® roztworu skrobi o
tej samej temperaturze. Wlaczyé stoper. Pobiera¢, co 2 minuty 1 cm® hydrolizatu z
mieszanin o ré6znych pH i dodawa¢ je do kolejnych probéwek z jodem. W przypadku
braku widocznej zmiany lub zbyt szybkiej zmiany barwy skorygowaé odstgp czasu, w

ktérym pobierany jest hydrolizat

13.2.5 Wyznaczanie aktywnosci amylazy slinowej metoda Wohlgemuta

Odczynniki:

1) roztwér $liny: usta przeptukaé¢ woda destylowana, chwile poczekaé i zebraé 2 cm®
$liny do probowki falcone. Zebrang §ling nalezy rozcienczy¢ 5 — krotnie buforem o
odpowiednim pH

2) 1% roztwor skrobi

3) 0.25% roztwor jodu

4) bufor cytrynianowo - fosforanowy o pH wyznaczonym w punkcie 13.2.4

W statywie przygotowaé¢ 10 probdéwek i1 oznakowac je numerami od 1 do 10. Do

pierwszej probowki doda¢ 4 cm® przygotowanego roztworu S$liny. Do pozostalych

dziewieciu proboéwek dodac po 2 cm® buforu. Nastepnie, przygotowac seri¢ rozcienczen
roztworu $liny pobierajac z pierwszej probowki 2 cm® roztworu i przenoszac go do
probowki drugiej, z ktorej, po doktadnym, (ale delikatnym!) wymieszaniu, pobra¢ 2 cm?®
roztworu i przenie$¢ do kolejnej probowki. Procedure powtorzy¢ do dziesigtej probowki,

z ktorej pobrane 2 cm® roztworu wylewa sie.

Probowki inkubowa¢ w temperaturze wyznaczonej W punkcie 13.2.3 a nastepnie doda¢

do kazdej z nich po 2 cm® 1% roztworu skrobi, wymieszaé 1 pozostawi¢ w tej samej

temperaturze na 30 minut. Po tym czasie do kazdej proboéwki doda¢ po kropli 0.25%

roztworu jodu i obserwowac¢ zmian¢ barwy.
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13.3 Wyniki, obliczenia i niepewnos$¢ pomiaru
1. Na podstawie pomiaréw (punkt 13.2.2) wyznaczy¢ czas rozkladu skrobi przez

amylaze $linowa. Dane umiesci¢ w tabeli:

Nr. probowki | Czas inkubacji | Obserwacje
1
2
3

2. Zgodnie z punktem 13.2.3 okresli¢c optymalng temperatur¢ dla reakcji rozktadu

skrobi przez amylaze slinowa. Wyniki umiesci¢ w tabeli:

Temperatura | Nr. probéwki | Czas inkubacji | Obserwacje
1
2
20°C 3

Wl N -

37°C

>

Wl N

45°C

10
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3. Na podstawie pomiarow (punkt 13.2.4) okresli¢ wptyw pH na aktywnos$¢ amylazy

slinowej. Dane zapisa¢ w tabeli:

pH Nr. probowki Czas inkubacji Obserwacje
1
2
pH1 3
n
1
2
pH2 3
n
1
2
pH3 3
n
4. Pomiary z punktu 13.2.5 umiesci¢ w tabeli:
Nr. 3 Czas .
pH Temperatura | Vginy [cM”] ) | Obserwacje
probowki inkubacji
1
2
3
10

11
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Na podstawie wynikow z tabeli obliczy¢ aktywno$¢ amylazy §linowej, ze wzoru:

c-V

Aktywnosc =
tyw b-t

(13.11)

gdzie:

¢ — stgzenie skrobi [pmol/ml]  Mgkrobi = 15 000 [g/mol]

V — objeto$é mieszaniny reakcyjnej [cm®]

b — ilo$¢ $liny w mieszaninie reakcyjnej [mg] pginy = 1,01 [g/cm?]

t — czas inkubacji [min]

Jednostka aktywnosci enzymatycznej jest [U]. Jeden U to ilo$¢ enzymu katalizujaca

przemiang 1 umola substratu w czasie 1 minuty.

5. Przeprowadzi¢ analiz¢ bledow wyznaczania aktywnosci metoda obliczenia

niepewnosci danej ponizszym wzorem:

2

2 2 2
dA = oA dC2+‘% dV2+‘% db2+‘% dt? (13.12)
oc dv db ot
Koncowy wynik nalezy poda¢ w postaci:
A=A=+dA (13.13)

13.4 Pytania

1. Budowa enzymu i jego dziatanie.

2. Omow budowe centrum aktywnego enzymu. Podaj definicj¢ 1 Katala. Na czym
polega dziatanie inhibitora wspolzawodniczacego oraz efektora allosterycznego na
enzym.

3. Klasyfikacja enzymow.

4. Wtlasnosci kinetyczne enzymow.

5. Co to jest stata Km. Narysowa¢ wykres, o czym on $§wiadczy? Czym jest

standardowa jednostka aktywnosci?

12
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6. Czynniki wptywajace na aktywnos$¢ enzymow.
7. Omoéw hydrolazy.

8.

9. Omow reakcje hydrolizy skrobi

Opisz amylaze §linowa.

10. Zastosowanie enzymow
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