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CEL CWICZENIA

Celem (¢wiczenia jest wyznaczenie aktywnosci wfasciwej wieloenzymatycznych
preparatéw Aspergillus Niger poprzez badanie reakcji preparatu wobec syntetycznego
substratu ONPG oraz okreslenie stezenia biatka w w/w preparatach.

PODSTAWY TEORETYCZNE

B-D-galaktozydaza

B-D-galaktozydaza (EC 3.2.1.23) jest enzymem nalezgcym do klasy hydrolaz,
katalizujgcym reakcje hydrolizy wigzan O-glikozydowych w B-D-galaktozydach. Najbardziej
znanym galaktozydem jest disacharyd wystepujacy w mleku — laktoza. Katalizowana
enzymatycznie reakcja hydrolizy wigzania B-1,4-glikozydowego w laktozie prowadzi do
powstania czgsteczek D-glukozy i D-galaktozy. Niektére B-D-galaktozydazy wykazujg rowniez
zdolnos¢ syntezy wigzan glikozydowych, ktéra prowadzi do powstania tancucha
oligosacharydowego, gdy substratem reakcji jest laktoza (Schemat 1).

B-D-galaktozydaza
Laktoza > D-glukoza + D-galaktoza

B-D-galaktozydaza
Laktoza »  mieszanina galatkooligosacharydow

Schemat 1

Obie aktywnosci B-D-galaktozydazy — hydrolityczna i transferazowa sg ze sobg
nierozerwalnie zwigzane, a ich mechanizm jest wspdlny. Obejmuje on trzy nastepujgce po
sobie etapy, a ostatni z nich decyduje, czy zachodzi reakcja hydrolizy czy transglikozylacji
(Schemat 2).

enzym ~ enzym —laktoza
enzym—laktoza — galaktozyl —enzym+ glukoza
galaktozyl —enzym + akceptor — galaktozyl — akceptor + enzym

Schemat 2

W pierwszym etapie nastepuje wigzanie czgsteczki laktozy w centrum aktywnym
B-D-galaktozydazy. Drugi etap obejmuje rozszczepienie disacharydu z udziatem reszt
aminokwasowych enzymu o znaczeniu katalitycznym. Czasteczka glukozy opuszcza wneke
katalityczng, za$ reszta galaktozylowa pozostaje zwigzana z enzymem. W ostatnim etapie
nastepuje przeniesienie reszty galaktozylowej na czasteczke akceptora i produkt reakcji
opuszcza centrum aktywne [B-D-galaktozydazy. Jezeli akceptorem jest woda, uwolniona
zostaje czasteczka D-galaktozy. Jezeli zas role akceptora petni czasteczka cukru (laktoza lub
jeden z produktéw jej hydrolizy), powstaje galaktooligosacharyd. Reakcjg preferowang przez
B-D-galaktozydazy jest na ogot reakcja hydrolizy. W celu zwiekszenia efektywnosci reakcji
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transglikozylacji nalezy zwiekszy¢ stezenie akceptora lub zastosowac niskowodne Srodowisko
reakcji. Wykazano, ze akceptorem w reakcji transglikozylacji moze by¢ nie tylko czgsteczka
cukru, ale rowniez alkoholu, antybiotyku Ilub pochodna aminokwasu. Dzieki temu
B-D-galaktozydazy moga znalez¢ zastosowanie przy produkcji farmaceutykow i innych
zwigzkow biologicznie czynnych.

Pochodzenie enzymu

B-D-galaktozydaza jest enzymem syntetyzowanym przez komorki ssakéw, roslin,
drozdzy, grzybéw strzepkowych i bakterii. W zaleznosci od Zrédfa pochodzenia, enzymy
roznig sie masg czgsteczkowy, liczbg podjednostek wchodzgcych w sktad natywnej
czgsteczki, wartosciami optymalnej temperatury i pH dziatania, a takze zapotrzebowaniem
na jony metali niezbedne dla aktywnosci enzymu, czy stabilizacji jego struktury.
B-D-galaktozydazy rdinig sie rowniez spektrum substratowym, wrazliwoscig na dziatanie
inhibitorow i aktywatorow oraz termostabilnoscig. Najbogatszym Zzrédtem B-D-galaktozydaz
o zroznicowanych wiasciwosciach sg mikroorganizmy. Niektore z nich zdolne sg do syntezy
kilku réznych B-D-galaktozydaz, np. Bifidobacterium adolescentis DSM 20083 wytwarza dwa
enzymy , za$ z Bacillus circulans wyizolowano az trzy réine B-D-galaktozydazy. Ponizej
przedstawiono tabele zawierajgcg przyktadowe Zrédta  pochodzenia enzymu
B-D-galaktozydazy (Tabela 1).

Zr6dta B-galaktozydaz!

Arthrobacter

psychrolactophilus Bifidobacterium adolescentis Penicilium chrysogenum
Aspergillus awamori Corynebacterium murisepticum | Penicilium citrinum
Aspergillus aculeatus Enterobacter aerogenes Pseudomonas putida
Aspergillus flavus Escherichia coli Pyrococcus furiosus
Aspergillus niger Homo sapiens Rhodotorula minuta
Aspergillus oryzae Kluyveromyces lactis Rhizomucor sp.

Bacillus circulans

Kluyveromyces fragilis

Saccharomyces cerevisiae

Bacillus coagulans

Lactobacillus acidophilus

Saccharomyces fragilis

Bacillus licheniformis

Lactobacillus casei

Sulfolobus solfataricus

Bacillus megaterium Mucor hiemalis Thermotoga maritima
Bacillus subtilis Mucor circinelloides Trihoderma viride
Tabela 1

Wyznaczanie aktywnosci enzymu

W celu ilosciowego oznaczenia aktywnosci katalitycznej enzymu stosowane s3
reakcje wobec charakterystycznych substratow w okreslonych warunkach w celu unifikacji
tychze oznaczen, ktdrych mierzalny ilosciowo produkt po dokonaniu odpowiednich obliczen,
zostaje przeksztatcony do przyjetych jednostek aktywnosci katalityczne;j.

! http://www.brenda-enzymes.info/ - Enzyme Database - BRENDA
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Jednostka aktywnosci enzymow wprowadzong w 1964 przez Komitet Nazewnictwa
Miedzynarodowej Unii Biochemii i Biologii Molekularnej, zdefiniowana przez Komisje
Enzymowa w 1961 roku jest jeden U (Unit). To ilos¢ enzymu katalizujgca przemiane 1 umola
substratu w czasie 1 minuty. Zwykle przyjmuje sie okreslone warunki: temperature
odpowiadajacg optymalnej dla danego enzymu, dane pH i maksymalne wysycenie enzymu
substratem.

Poniewaz minuta nie jest jednostkg Sl, do okreslania aktywnosci enzymdw zaleca sie
stosowanie katala definiowanego jako aktywnos$¢ enzymu umozliwiajgca przeksztatcenie
1 mola substratu w czasie 1 sekundy. Ze wzgledu na uzytecznos¢. Poniewaz katal
w porownaniu do U jest jednostkg bardzo duzg, powszechnie uzywa sie mikro- i nanokatali.
Jakkolwiek w biochemii i podobnych naukach wcigz uzywa sie U. Ponizej przedstawiona
zostata zaleznos¢ pomiedzy obiema jednostkami (Schemat 3).

1 U =1/60 pkatala = 16,67 nanokatala.

Schemat 3

B-galaktozydaza, oprdécz hydrolizy wigzania glikozydowego w swoim naturalnym
substracie, hydrolizuje takze syntetyczne chromogenne substraty. Ponizej zostaty
wymienione substraty stosowane do badania B-galaktozydazy

e |aktoza (4-O-B-D-galaktopiranozylo-D-glukopiranozie, (Schemat 4);
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Schemat 4

e bezbarwny 5-bromo-4-chloro-3-indolilo-B-D-galaktopiranozyd (X-Gal), dajgc 5-bromo-
4-chloro-3-hydroksyindol i galaktoze, z ktdorych ten pierwszy, ulega dalej
przeksztatceniom w niebieski barwnik bedgcy pochodng indygo, (Schemat 5);
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Schemat 5

* bezbarwny o-nitrofenylo-B-D-galaktopiranozyd (ONPG), uwalniajgc z6tty o-nitrofenol
i galaktoze (Schemat 6);




»Wyznaczanie aktywnosci wtasciwej plesniowej B-galaktozydazy”

CH:OH O 2l
HO °
. CHOH

OH H HO O oH
H

H OH B

H OH

Schemat 6

X-Gal na ogét uzywany jest przy badaniach aktywnosci B-galaktozydazy in vivo
(np. kolonie bakteryjne rosngce na pozywce statej), natomiast laktoza podobnie jak ONPG,
stosowane sg w badaniach in vitro wyznaczajgc ilosSciowo aktywnos$¢ katalityczng enzymu.

Najwazniejszg cechg testu aktywnosci enzymatycznej jest, poza jego powtarzalnoscig,
prosta i szybka technika ilosSciowego oznaczania koncentracji powstajgcego produktu reakcji.
Stad tez powszechnie stosowane techniki to: miareczkowanie, oznaczanie ilosciowe
produktu metodami spektrofotometrycznymi, bgdz w przypadku braku odpowiedniej grupy
chromoforowej przeksztatcenie produktow reakcji do produktow posiadajgcych
ugrupowanie chromoforowi mierzalne w zakresie UV-Vis.

Oznaczanie iloSciowe biatka

Oznaczanie ilosciowe biatka w prébce moze zostaé przeprowadzone z uzyciem réznych
metod. Najczesciej stosowanymi metodami s3 metody kolorymetryczne takie jak:

* metoda biuretowa

¢ metoda Lowry’ego

* metoda Bradforda

* atakze przez pomiar absorbancji w nadfiolecie

Metoda biuretowa opiera sie na charakterystycznej reakcji chemicznej pozwalajacej
wykry¢é wigzania peptydowe w rozmaitych zwigzkach organicznych, gtéwnie biatkach,
peptydach. Warunkiem koniecznym dla pozytywnego wyniku préby jest wystepowanie co
najmniej dwoch wigzan peptydowych bezposrednio obok siebie lub przedzielonych nie
wiecej niz jednym atomem wegla. Nazwa testu pochodzi od najprostszego zwigzku, ktéry
ulega tej reakcji, a mianowicie biuretu - dimeru mocznika (NH,CONHCONH,), (Schemat 7).

-
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Schemat 7
Poprzez dodanie do roztworu silnej zasady jak NaOH lub KOH oraz siarczanu
miedzi(ll). Obecnos¢ zwigzkdéw zawierajgcych wigzania peptydowe przejawia sie zmiang
koloru roztworu z niebieskiej na fioletowg (Amax=505nm). Zwigzane jest to z powstawaniem
anionowych zwiazkéw kompleksowych, w ktérych jon Cu?* jest kompleksowany przez




»Wyznaczanie aktywnosci wtasciwej plesniowej B-galaktozydazy”

minimum dwie grupy peptydowe co widoczne jest na powyzszym schemacie. Test
powszechnie stosowany jest zarowno w analizie jakoSciowej, jak i ilosciowej, przy czym w
drugim przypadku konieczne jest wyznaczenie liniowej zaleznosci zmiany barwy od stezenia
biatka, co jest typowym w tego typu analizach.

Metoda Lowry’ego opiera sie na potgczeniu reakcji biuretowej oraz reakcji Folina-
Ciocalteu. Wigzania peptydowe biatek reagujg z jonami miedzi w warunkach alkalicznych,
tworzagc kompleks, a drugg reakcjg jest redukcja kwaséw fosforowolframowego
i fosforomolibdenowego (odczynnik Folina-Ciocalteu) do odpowiednich tlenkéw przez
oksydacje aminokwaséw aromatycznych [tyrozyna, tryptofan] katalizowang przez jony Cu®
zwigzane z biatkiem. Powstajgce produkty reakcji majg intensywng niebieskg barwe i moga
by¢ oznaczane ilosciowo kolorymetrycznie (Amax=660nm).

Metoda Bradforda wykorzystuje zdolnos¢ wigzania barwnika btekitu brylantowego
Coomassie G-250 (ang.Coomasie Brillant Blue) z biatkiem. W srodowisku kwasnym widmo
absorpcji barwnika charakteryzuje sie maksimum przy 465 nm, natomiast po zwigzaniu
biatka maksimum przesuwa sie w strone fal dtuzszych i wystepuje przy 595 nm. Majgc
wyznaczong krzywa kalibracyjng dla wzorcowego biatka (np. BSA, 1gG) mozina okreslac¢
zawartos¢ biatka w badanej prébce poprzez pomiar zmiany absorbancji w 595 nm roztworu
barwnika po dodaniu do niego badanej prébki. Ponizej przedstawiono wykresy absorpcji
odczynnika Bradforda przed i po dodaniu biatka (Schemat 8).
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Schemat 8

Ostatnia  wymieniona technika opiera sie na bezposrednim pomiarze
spektrofotometrycznym badanej probki przy dtugosci fali 280nm. Jest to szybka metoda
analizy zawartosci biatek, jednak ze wzgledu na jej ograniczenia zwigzane z duzym
oddziatywaniem matrycy, stosowana jest gtéwnie przy ocenie czystosci DNA — Anax=260nm.

PRZEBIEG CWICZENIA

Oznaczanie aktywnosci wobec syntetycznego substratu ONPG

Odczynniki:
¢ wielobiatkowy preparat grzybowej B-galaktozydazy

e 400mM bufor cytrynianowy o pH=4.0
e 200mM bufor boranowy o pH=9.8
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e 10mM o-Nitrofenylo-B-D-galaktopiranozyd (ONPG)

Szkto i inne materiaty oraz potrzebny sprzet laboratoryjny:
*  Probdwki (60szt.)

e Statywy (4szt.)

e Spektrofotometr UV-Vis

e taznia wodna

* Pipety automatyczne

Wykonanie ¢wiczenia
1. Etap - Wykonanie rozciericzen
Nalezy wykonac¢ serie rozcieniczen otrzymanego od prowadzgcego preparatu
enzymatycznego uzyskujac:
* roztwdr wyjsciowy,
¢ 10-krotnie rozciericzony;
* 100- krotnie rozcienczony;
* 1000- krotnie rozcienczony;
2. Etap - Wykonanie testu enzymatycznego

Test aktywnosci enzymatycznej nalezy przeprowadzi¢ w 3 powtdrzeniach dla kazdego
rozcieficzenia oraz 3 probdwki kontrolne (4+3=12+3=15) poprzez umieszczenie w 55°C
w tazni wodnej statywu z probédwkami zawierajgcymi:

500 plL roztworu ONPG

400 L bufory cytrynianowego.

Nastepnie po 5 minutach inkubacji w tazni nalezy dodawa¢ po 100 uL odpowiednio
przygotowanego badanego preparatu odmierzajgc na stoperze czas 10 minut. Do probki
kontrolnej nalezy doda¢ 100 pL wody.

Po uptywie 10 minut nalezy w tej samej kolejnosci co badany preparat dodawacé po
3 mL buforu boranowego w celu zatrzymania reakcji enzymatycznej.

Nastepnie nalezy wyjac¢ statyw z fazni.

Absorbancje probek nalezy zmierzy¢ przy dtugosci fali 410 nm, odpowiadajgcej
maksimum absorpcji o-nitrofenolu bedacego produktem reakcji hydrolizy, ktéry daje
26tte zabarwienie roztworu.

Oznaczenie ilosciowe biatek Metoda Lowry’ego

Odczynniki:
e A-2% weglan sodu w 0.1M roztworze NaOH;

e B;-1% siarczan miedzi(ll);

* B, -2% winian sodowo potasowy;

e C- mieszanina roztwordow A, B i B, w proporcjach 50:1:1;
e D- Odczynnik Folina —Ciocalteau;

* E-wielobiatkowy preparat grzybowej B-galaktozydazy

Szkto i inne materiaty oraz potrzebny sprzet laboratoryjny:
e probdéwki (60szt.)
e statywy (4szt.)
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e Spektrofotometr UV-Vis

Wykonanie ¢wiczenia

1. Minimum 15 minut przed wykonaniem oznaczenia przygotowac roztwoér C.

2. Do probowek dodac¢ po 0,5ml roztworu badanego E ( przygotowanego do oznaczenia
aktywnosci) po 3 powtdrzenia dla kazdego z rozciericzen oraz 2,5ml mieszaniny C
i pozostawiono na 10 minut. Nastepnie doda¢ 0.25ml odczynnika D i energicznie
mieszac. Po uptywie 30 minut zmierzy¢ absorbancje probek przy dtugosci fali 750 nm.

PRZYGOTOWANIE DO ZAJEC

1. Przeczytaj uwaznie instrukcje i doktadnie przeanalizuj czynnosci oraz techniki
laboratoryjne opisane w czes$ci eksperymentalne;.

2. Zapoznaj sie z zagrozeniami zwigzanymi z stosowanymi odczynnikami oraz
poszczegdlnymi czynnosciami wykonywanymi na zajeciach (karty charakterystyk).

2. Zwrd¢ uwage czy znasz nastepujgce pojecia: enzym, katal, unit, prawo Lamberta-Beera,
absorbancja,

3. Zastanow sie czy wiesz:
* Jakie sg zZrédta B-galaktozydazy?
e Jakie charakterystyczne reakcje katalizowane sg przez B-galaktozydaze?
e Jak zachodzi reakcja w centrum aktywnym enzymu?
* W jaki sposéb wyznacza sie aktywnos¢ katalityczng B-galaktozydazy?
e Jakie s3 metody oznaczania ilosci biatek i na czym one polegajg?

OPRACOWANIE WYNIKOW

W celu opracowania sprawozdania nalezy:

e Napisac krotki wstep teoretyczny

e QOpisac przebieg wykonywanych czynnosci, z uwzglednieniem obserwacji dokonanych
w trakcie prowadzenia doswiadczen

* Przedstawi¢ w formie tabeli uzyskane wyniki pomiarowe wraz z usrednionymi
wartosciami, ktére zostang uzyte do dalszych obliczen,

* Niezbedne krzywe wzorcowe zostang podane na zajeciach przez prowadzacego,

e Wyliczy¢ aktywnos¢ enzymatyczng preparatéw korzystajgc z ponizszego wzoru:

AALV
[U/mg] =
TLEB
Gdzie: AA — Absorbancja ONP ( Aprobki- Atta)

V — objetos¢ catkowita prébki
T — wspotczynnik konwersji czasu = 10
& — molowy wspotczynnik ekstynki = 4.6

B — stezenie biatka [mg/ml]
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Obliczenia aktywnosci katalitycznej nalezy obliczy¢ dla kazdego z wykonanych
rozcienczen oraz wybra¢ wynik obarczony najmniejszym btedem co poprzec
stosownym komentarzem na podstawie znajomosci Prawa Lamberta-Beera.
e Konicowe wyniki aktywnosci przedstawi¢ w jednostkach:
e U/ml
e U/mg
oraz przeprowadzi¢ dyskusje dotyczgcy rdznic i trudnosci w ocenie poréwnawczej
preparatéw enzymatycznych uwzgledniajac rdznice pomiedzy aktywnoscig wyrazong
jako U/ml a aktywnoscig wtasciwa.
* Przedstawic¢ stosowne wnioski wynikajgce z przeprowadzonych doswiadczen
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