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CWICZENIE V

IZOLACJA INWERTAZY.
BADANIE AKTYWNOSCI INWERTAZY

ZAKRES OBOWIAZUJACEGO MATERIALU:

Enzymy, klasyfikacja enzymoéw, mechanizm katalizy enzymatycznej, budowa 1 wtasciwosci
fizykochemiczne weglowodandéw, charakterystyka poszczegdlnych grup: monosacharydy,
disacharydy i polisacharydy, aktywno$¢ biologiczna sacharydow, wigzanie glikozydowe.

Sprzet:

Waga

Wirowka

Probowki wirowkowe
Mieszadlo magnetyczne
Elementy mieszajace
Naczynka wagowe
Zlewki 200 ml
Tryskawki

Bagietki

Termometr

Ptyta grzejna

Plytka termiczna
Lopatki metalowe
Pipety

Pipety Pasteura
Kolbki miarowe 10 ml
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Odczynniki:

Drozdze suszone
Piasek

Aceton

Bufor pH=4,4
Odczynnik Benedicta
Sacharoza

Na,CO3

Papierek wskaznikowy
Woda destylowana
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Izolacja enzymu

Do zlewki o pojemnosci 50 cm® wla¢ 10 cm® wody destylowanej 1 podgrza¢ na ptycie grzejnej z
ptytka termiczng do temperatury 28°C. Nastgpnie dodac 1,25 g suchych drozdzy, 1 g piasku i catos¢
wymiesza¢ bagietka. Tak przygotowang mieszaning umiesci¢ na mieszadle magnetycznym, doda¢ 5
cm® wody destylowanej i mieszaé przez 10 minut. Zawarto$é zlewki przeniesé do probowek
wirdwkowych i odwirowywac¢ przez 15 minut. Zla¢ roztwor z nad osadu do zlewki i do roztworu
doda¢ trzykrotny nadmiar acetonu, wymiesza¢ i pozostawi¢ na 30 minut, mieszajac bagietkg co
pewien czas. Ponownie odwirowywaé przez 15 minut. Otrzymany osad (enzym) przenies¢ z
probéwek wiréwkowych do cylindra miarowego, rozpuszczajac go w matej ilosci wody
destylowanej (catkowita objetosé 5 cm®).

Proba aktywnosci wyizolowanego enzymu.

Przygotowanie roztworéw porownawczych (bez enzymu).

Przygotowaé po 2 c¢m® roztworu monosacharydu (glukozy) o stezeniach odpowiednio 3%, 2%,
1.5%, 1%, 0.5%. Nastepnie przygotowal 6 probowek. W 5 umiesci¢é 1 cm® roztworu
monosacharydu o odpowiednim stezeniu i 1 cm® buforu W 6-tej probéwce umiesci¢ tylko 1 ¢cm®
buforu. Roztwory wymieszaé i ogrzewac na tazni wodnej przez 10 minut w temperaturze 30°C. W
tym czasie przygotowac¢ w czajniku bezprzewodowym wrzatek, tak aby w 11-tej minucie wymienié
wode o temperaturze 30°C na wrzatek (nie wytaczac ptyty elektrycznej pod taznig wodng!). Druga
osoba z pary w 11-tej minucie wyjmuje probowki z tazni wodnej i dodaje do kazdej statego Na,CO3
w celu otrzymania roztworu o pH 6-7, a nastepnie do tak przygotowanych roztworow dodaje po 2
cm® odczynnika Benedicta. Odczynnik Benedicta jest wskaznikiem zawierajgcym jony Cu®* i stuzy
do okreslenia zawartosci monosacharydu w roztworze. Barwa roztworu zalezy od stezenia
monosacharydu.

UWAGA Po dodaniu wskaznika roztwory wymiesza¢ i natychmiast wlozy¢ do wrzacej lazni
wodnej, ogrzewa¢ przez 2 minuty, a nastgpnie ochtodzi¢ roztwér w zimnej wodzie. Zanotowac
otrzymane kolory roztworow.

Barwa roztworu % monosacharydu w roztworze
porownawczego

3
2
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1
0,5
0

Proba aktywnosci enzymu

1. Proba aktywnosci enzymu z dodatkiem ZnCl..

Przygotowaé 2cm® roztworu sacharozy o stezeniu 5%. W probowce umiesci¢ 1 cm® enzymu
rozpuszczonego w wodzie, 1 cm® 5% roztworu sacharozy i 1 cm?® buforu. Roztwér wymieszaé
1 ogrzewac na tazni wodnej przez 2-3 minuty w temperaturze 30°C. Nastgpnie do roztworu dodaé
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1 cm® 0,5% roztworu ZnCl,, wymieszac i pozostawi¢ w tazni wodnej przez okoto 10 minut. W tym
czasie przygotowa¢ w czajniku bezprzewodowym wrzatek, tak aby w 11-tej minucie wymienié¢
wode¢ o temperaturze 30°C na wrzatek (nie wylacza¢ plyty grzejnej pod taznig wodng!). Druga
osoba z pary w 11-tej minucie wyjmuje probowke z tazni wodnej i dodaje statego Na,CO3 w celu
otrzymania roztworu o pH 6-7, a nastepnic do tak przygotowanego roztworu dodaé 1 cm®
odczynnika Benedicta, wymiesza¢ i natychmiast wlozy¢ do wrzacej tazni wodnej, ogrzewac przez
3-5 minut, a nastepnie ochtodzi¢ roztwor w zimnej wodzie.

Obserwowa¢ zmiang zabarwienia roztworu w probowce i porownac z uprzednio przygotowanymi
roztworami porownawczymi.

2. Proba aktywnosci enzymu bez dodatku ZnCl.,.

Przygotowaé¢ 2cm® roztworu sacharozy o stezeniu 5%. W probéwce umiesci¢ 1 cm® enzymu
rozpuszczonego w wodzie, 1 cm® 5% roztworu sacharozy i 1 cm® buforu (odczyn roztworu
powinien by¢ lekko kwasny). Roztwor wymieszaé i ogrzewac na tazni wodnej przez 10 minut w
temperaturze 30°C. W tym czasie przygotowaé¢ w czajniku bezprzewodowym wrzatek, tak aby w
11-tej minucie wymieni¢ wode o temperaturze 30°C na wrzatek (nie wylaczaé plyty grzejnej pod
taznig wodna!). Druga osoba z pary w 11-tej minucie wyjmuje probowke z tazni wodnej i dodaje
statego Na,CO3 w celu otrzymania roztworu o pH 6-7, a nast¢pnie do tak przygotowanego roztworu
doda¢ 2 cm® odczynnika Benedicta, wymiesza¢ i natychmiast wlozy¢ do wrzacej tazni wodnej,
ogrzewaé przez 3-5 minut, a nastepnie ochtodzi¢ roztwoér pod zimng woda.

Obserwowac¢ zmiane¢ zabarwienia w probowce i poréwnac z uprzednio przygotowanymi roztworami
poréwnawczymi.

Opracowanie wynikow:

-zapisa¢ wszystkie potrzebne obliczenie

-zapisa¢ rOwnania przeprowadzonych reakcji

-narysowac wzory strukturalne substratow 1 produktow reakcji
-zapisa¢ otrzymane kolory roztworow

-okresli¢ jaki wptyw na przebieg reakcji mial dodatek chlorku cynku
-zaproponowa¢ mechanizm dziatania inwertazy

LITERATURA:

1. ,,Wyklady z chemii bionieorganiczne;j”

2. S.J. Lippard, J.M. Berg ,,Podstawy chemii bionieorganicznej”, Wydawnictwo Naukowe PWN,
Warszawa 1998

3. W. Zielinski, A. Rajcy, ,,Metody spektroskopowe i ich zastosowanie do identyfikacji zwigzkéw
organicznych”, Wydawnictwo Naukowo-Techniczne, Warszawa 2000

4. J.M. Berg, J. L. Tymoczko, L. Stryer, ,,Biochemia”, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa
2005.J.D. Lee, ,,Zwigzta chemia nieorganiczna”, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa
1999

5. F.A. Cotton, G.Wilkinson, P.L. Gaus, ,,Chemia nieorganiczna”, Wydawnictwo Naukowe PWN,
Warszawa 1990

6. R.M. Roat-Malone, ,,Chemia bionicorganiczna”, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa
2010

Wydziat Chemii UAM



