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y ™ \ Wszystkie reakcje chemiczne zachodzace
w organizmie katalizowane sa przez tzw. katalizatory komorkowe znane jako

biokatalizatory lub enzymy. Wszystkie enzymy sa wielkoczasteczkowymi katalizatorami
o charakterze bialkowym i wytwarzane sa wylacznie przez zywe komorki. Charakterystyczna
cecha enzymow jest fakt, ze maja one zdolnos¢ dzialania takze poza komérkami,
a dodatkowo zwiazki te odznaczaja sie bardzo duza swoistoscia. O swoistosci enzymu
decyduje przestrzenne ulozenie reszt aminokwasowych tworzacych tzw. miejsce aktywne
enzymu oraz ich wlasciwosci. Pod wzgledem chemicznym enzymy zaliczane sa do bialek
prostych lub zlozonych [2], [11].

Enzymy maja zdolnosc zmieniania szybkosci reakcji, przy czym same nigdy nie ulegaja zmianie.
W przypadku braku enzymu dana reakcja chemiczna moze zachodzi bardzo wolno, zas po jego
dodaniu szybko$¢ reakcji moze wzrosna¢ nawet do 107 razy. Reakcje, ktdre katalizowane sa przez
enzymy zazwyczaj charakteryzuja sie wzglednie tagodnymi warunkami przebiegu: temperatura
reakcji zazwyczaj jest nizsza niz 100 st.C, a pH jest obojetne [11].

Kazdy enzym ma swoje charakterystyczne miejsce, okreslane mianem ,miejsca aktywnego”. Miejsce
aktywne ma za zadanie wigzanie danego substratu w reakcji i przemienianie go w produkt [11].
Miejsce aktywne zajmuje niewielka czes¢ catkowitej objetosci czasteczki i jest uktadem
przestrzennym - w jego sktad wchodza grupy chemiczne, ktére utozone sa w réznych pozycjach
liniowej sekwencji aminokwasow [13].

Izolowanie enzymow

Ze wzgledu na fakt, Ze enzymy nie wystepuja w komoérkach w stanie wolnym, konieczne jest ich
wyodrebnienie ze struktur z ktorymi sa zwigzane. Tak wiec, proces izolacji zazwyczaj rozpoczyna sie
od zniszczenia tkanek z réwnoczesnym zachowaniem wtasciwosci katalitycznych enzymow.
Standardowo przeprowadzanym etapem jest homogenizacja w mtynkach wysokoobrotowych. By
wytraci¢ struktury biatkowe, po rozdrobnieniu materiat biologiczny traktuje sie schtodzonymi
rozpuszczalnikami organicznymi - najczesciej acetonem lub etanolem. W wiekszosci metod izolacji te
dwa etapy taczy sie w jeden, prowadzac tym samym rozdrabnianie z dodatkiem schtodzonego
acetonu, co w ostatecznosci prowadzi do otrzymania preparatu enzymatycznego w postaci proszku
[4].

Enzymy izoluje sie takimi metodami, ktére pozwalaja na ich otrzymanie w stanie jednorodnym,
a dodatkowo nie powoduja utraty aktywnosci enzymatycznej. Zwiazki te sa zazwyczaj nie trwate
w pH ponizej 5 i powyzej 9, bardzo tatwo ulegaja denaturacji cieplnej oraz denaturacji
powierzchniowej, a dodatkowo ulegaja inaktywacji w roztworach zawierajacych sole metali ciezkich.
Biorac pod uwage wszystkie wymienione czynniki, opracowano metody izolacji enzymow, ktore



opieraja sie na przeprowadzaniu catej preparatyki w buforach o pH ok. 7, caly proces prowadzi sie
w niskiej temperaturze, a dodatkowo stosuje sie podwojnie destylowana wode , a takze Srodki
kompleksujace metale ciezkie [2].

Do izolacji enzyméw rozpuszczalnych (np. tych ktére znajduja sie w cytoplazmie) stosuje sie
ekstrakcje woda badz rozcienczonymi roztworami soli. Enzymy bedace mocno ,uwiezione”
w ziarnistosciach komorek ekstrahuje sie po rozdrobnieniu tkanek w homogenizatorze, a dodatkowo
wykorzystuje sie zamrazanie i odtajanie, ekstrakcje butanolem, wprowadzenie odpowiednich
detergentow itp. [2].

Oznaczanie enzymow- pomiar aktywnosci enzymu

W powszechnie stosowanych metodach pomiaru aktywnosci enzymu pod uwage bierze sie szybkosc
pojawienia sie produktu w danej reakcji enzymatycznej lub szybkos$¢ zusywania substratu w reakcji.
Jezeli dany substrat lub produkt maja zdolno$¢ absorbowania swiatla o okreslonej diugosci fali
mozliwe jest sledzenie zmian absorbancji przy tej dlugosci fali. Do powyzszych pomiarow
wykorzystuje sie spektrofotometr, a takze opiera sie na zatozeniu, ze absorbancja w danym zakresie
jest proporcjonalna do stezenia, a szybko$¢ zmiany absorbancji jest proporcjonalna do aktywnosci
enzymu. Aktywnos$¢ enzymu wyrazana jest w molach zuzytego substratu badz wytworzonego w
trakcie reakcji produktu w jednostce czasu [11]. Tak wiec, zawartos¢ enzymu wyraza sie
w jednostkach, ktére definiowane sa jako: ,takie ilosci enzymu, ktore wywotuja okreslong szybkos$c
reakcji, wyrazona zwykle przez ubytek substratu lub pojawienie sie produktu w okreslonych
warunkach”..[Klyszejko s. 476-477]. Do pomiaréow absorbancjo majacych na celu oznaczenie
enzymow, zazwyczaj wykorzystuje sie czasteczki dwdch koenzymdw tj. zredukowany dinukleotyd
nikotynoamidoadeninowy (NADH) oraz NADPH- tj. zredukowany fosforan dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego[11].

Aktywnosc¢ enzymatyczna w tkankach

Najczesciej aktywnosé enzymédw bada sie w homogenatach tkankowych lub skrawkach tkanek.
Bardzo rzadko oznaczenie prowadzi sie w wyizolowanych komérkach czy tez w zawiesinie
pojedynczych komoérek. By wykona¢ oznaczenie w tkankch, jako pierwszy etap nalezy przeprowadzic
homogenizacje tkanki z sola fizjologiczng, chlorkiem potasu lub z sacharoza. Tkanka musi by¢
wczesniej dokladnie zwazona. Aktywnos$¢ enzymatyczna moze by¢ oznaczana albo w pelnym
homogenacie, albo dopiero po odwirowaniu z probki jader komérkowych i bton. Mozliwe jest réwniez
oznaczenie w homogenacie poddanym wczesniej tzw. wirowaniu réznicowemu, dzieki czemu mozliwe
jest badanie aktywnosci enzymow w uzyskanych po wirowaniu frakcjach (np. w jadrach
komoérkowych czy mitochondriach) [2].

Aktywno$¢ danego enzymu w przygotowanym homogenacie zalezy od wielu czynnikéw m.in. od:

- ilosci wykorzystanego homogenatu

- zastosowanej homogenizacji (uzytych zwiazkow, szczelnosci homogenizatora, czas prowadzonej
homogenizacji, temperatura).

- czas miedzy pobraniem danej tkanki, a pomiarem aktywnosci enzyméw (po catkowitej
homogenizacji przygotowujacej do pomiaru) [2].

Aktywno$¢ danego enzymu zazwyczaj oblicza sie albo w odniesieniu do masy swiezej lub wysuszonej
tkanki, zawartosci w otrzymanym homogenizacie biatka, lub azotu catkowitego. Ponadto, jezeli
znamy zawartos¢ DNA (wartos¢ ta jest identyczna dla wszystkich komoérek somatycznych danego
wielokomdrkowego organizmu), mozliwe jest przeliczenie uzyskanej aktywnosci enzymatycznej na



jedna komorke [2].
Oczyszczanie i frakcjonowanie enzymow

Do frakcjonowania najczesciej wykorzystuje sie rézne roztwory soli oraz rozpuszczalniki organiczne.
Wsrdd soli zazwyczaj wykorzystuje sie siarczan amonu,zas z detergentow: aceton, etanol lub eter.
Do oczyszczania enzymoOw stosuje sie powszechnie znane i dobrze dzialagjace metody jak:
chromatografia, elektroforeza czy ultrawirowanie, ktérych zaleta jest to, ze pozwalaja na
oczyszczenie prawie kazdego enzymu. Coraz czesciej stosuje sie tez chromatografie powinowactwa
badz krystalizacje [2].

By uzyska¢ wiarygodny pomiar aktywnosci danego enzymu, w mieszaninie reakcyjnej musza
znajdowac sie wszystkie niezbedne substraty i kofaktory, a co wiecej musza one by¢ w takich
stezeniach, aby monitorowana aktywnos$¢ enzymu zalezala tylko i wylacznie od poziomu
analizowanego enzymu w danym materiale. Wszystkie warunki pomiaru musza by¢ indywidualnie
dostosowane do enzymu jaki chcemy zmierzy¢. By méc optymalizowa¢ metody pomiaru konieczny
jest dobdr odpowiedniego buforu (o okreslonej sile jonowej i pH). Bardzo wazne jest rowniez
okreslenie czasu reakcji, dzieki czemu ogranicza sie hamowanie reakcji przez powstajace w trakcie
produkty reakcji [12].

Metody analityczne wykorzystywane do okreslania aktywnosci enzymow

Wsréd tych metod wyrdznia sie metody klasyczne, takie jaki np. miareczkowanie lub metody
instrumentalne (np. spektrofotometryczne, polarymetryczne, potencjometryczne). Najbardziej
popularne metody opieraja sie na pomiarze absorpcji swiatta w wybranym zakresie fal. Zakres ten
obejmuje zazwyczaj od 300 do 400 nm, dzieki czemu mozliwe jest okreslenie zmian stezenia
wybranego substratu lub produktu w danej reakcji [4].

Metoda analityczna stosowana do okreslania aktywnosci enzyméw wymaga doboru optymalnych
warunkow w jakich przebiega dana reakcja enzymatyczna, a dodatkowo musza by¢ uwzglednianie
takze mozliwosci pomiaru. Gdy nie dysponujemy dostatecznie czuta aparatura pomiarowa nalezy
odpowiednio zmodyfikowa¢ postepowanie analityczne, by uzyska¢ mozliwie najwieksze wartosci
mierzonych parametréw. W tym celu mozna albo wydluzy¢ czas inkubacji, albo zmieni¢
wykorzystywany w danej reakcji substrat, poniewaz w badaniu metoda analityczna mozliwe jest
operowanie zarowno substratem jaki i produktem. Do obserwacji oraz pomiaru zmian stosuje sie
metody chemii analitycznej: analize miareczkowa, kolorymetryczng, spektrofotometryczna,
elektroforetyczna i inne.

Jak juz wspomniano najbradziej popularne sa metody oparte na pomiarach absorpcji swiatta (metody
spektrofotometryczne). Zazwyczaj pomiary wykonuje sie przy dtugosci fali w zakresie od 300 do 400
nm. Zwiazane jest to z faktem, ze wiele reakcji enzymatycznych przebiega przy udziale koenzymodw,
dla ktérych maksimum absorpcji przypada przy A= 340 nm [2].

Izolowanie i oczyszczanie enzymow przez wysalanie z materialu biologicznego

Jako materiatl biologiczny do izolacji enzymu esterazy (PLE) nalezy wykorzysta¢ watrobke wieprzowa.
Wykonanie:

Do zlewki o pojemnosci 150 ml nalezy odwazy¢ 50g watrébki wieprzowej. Cata probke drobno

pokroi¢ i zmieli¢ w mitynku z dodatkiem 100 ml schtodzonego acetonu. Mielenie prowadzi¢ przez 1
minute. Nastepnie, zawiesine przesaczyé na lejku ze spiekiem, przesacz odrzuci¢ a pozostaty



brazowy osad ponownie mieli¢ (250 obr/s) z dodatkiem 50 ml schtodzonego acetonu (przez 1 min).
Przesaczyé, a otrzymany przesacz odrzuci¢, po czym dodac 3 porcje schtodzonego acetonu (150 ml),
catos¢é ponownie zmieli¢. Ponownie probke przesaczy¢ (przesacz nalezy odrzucic), a otrzymany osad
zwazy¢ i zastosowac jako zrédto esterazy (PLE) w preparacie surowym [4].

Oczyszczanie enzymow z zastosowaniem wysalania

W metodzie tej, do probowki wiré6wkowej nalezy odwazy¢ ok. 400 mg surowego preparatu
enzymatycznego (watrobka wieprzowa- zrédo enzymu). Nastepnie, do probki doda¢ 5 ml buforu
fosforanowego ( bufor o pH 7,2), a calo$¢ dokladnie miesza¢ przez ok. 1 minute. Tak przygotowana
probke trzeba umiesci¢ w tazni ultradzwiekowej na 5 minut, po czym otrzymana zawiesine
odwirowa¢ w wiréwce (8000 obr/min, 10 minut, w temp. 0 st.C). Otrzymany po wirowaniu
supernatant przela¢ do drugiej probowki wiréwkowej- paieta¢ by odczyta¢ przelana objetos¢
supernatantu! Catos¢ probki inkubowa¢ w tazni lodowej, po czym doda¢ do niej (matymi porcjami)
taka ilo$¢ nasyconego roztworu siarczanu (VI) amonu, by powstaty roztwdr byt wysycony w 80% sola.
Nalezy pamietaé, ze rozpuszczalnos¢ siarczanu (VI) amonu w wodzie o temp. 20 st.C wynosi 760 g/l-
dane uwzgledni¢ podczas wysycania roztworu. Probke pozostawi¢ w tazni lodowej na 1 godzine- od
czasu do czasu mieszajac. Po inkubacji probke odwirowac¢, a powstaty po wirowaniu osad nalezy
traktowac¢ jako zrodlo enzymu (w preparacie oczyszczonym) [4].

Fruktohydrolaza B-D-fruktofuranozydow - inwertaza

Inwertaza (zwana takze B-fruktozydaza lub sacharaza) nalezy do enzymow, ktore katalizuja hydrolize
wiagzania fruktofuranozydowego, prowadzac tym samym do rozpadu sacharozy na czasteczki glukozy
i fruktozy.Proces hydrolizy sacharozy okresla sie zjawiskiem inwersji. Dzieki temu zjawisku enzym
otrzymat takze nazwe inwertazy. Inwertaza wykazuje optymalne dziatanie przy pH okoto 4,7.
Wzrost pH do ok. 10 powoduje catkowita inaktywacje tego enzymu [2]. Aktywnos$é enzymu moze byc¢
mierzona za pomoca tzw. metody redukcyjnej , co zwigzane jest z faktem, ze w miare postepowania
hydrolizy sacharozy dochodzi do wzrostu cukrow redukujacych. Jako pierwszy jednostopniowa
metode izolacji inwertazy opisat Paul Melius (1971). Enzym inwertaza wystepuje gtownie
w komorkach roslinnych, zas najtatwiej izoluje sie go z komorek drozdzy. Zaréwno u roslin jak i u
drozdzy inwertaza wystepuje w réznych izoformach (Carlson and Botstein, 1982) [6].

Izolacja inwertazy z drozdzy ma kilka zalet:

- po pierwsze, material wyjSciowy - drozdze piekarnicze sa tanie i latwo dostepne

- enzym latwo wydobywa sie z przestrzeni periplazmatycznej komérek (nocna autoliza z uzyciem
0,10M roztworu wodoroweglanu sodu prowadzona w temperaturze 35 st.C- procedura pierwotnie
opisana przez P.Melius)

- wysoka stabilnos¢ enzymu (praktycznie nie mierzalna utrate aktywnosci enzymu obserwuje sie po
uptywie 5 tygodni przechowywania w temperaturze 4 st.C) [1], [2], [5], [8].

U ludzi inwertaza wystepuje na wewnetrznej powierzchni komoérek nabtonka jelita cienkiego,
ponadto spotykana jest takze u pszczdt (a dokladniej w slinie pszczol), gdzie uczestniczy
w przetwarzaniu cukru pochodzacego z nektaru kwiatowego do cukréw prostych.To wlasnie dzieki
takim jej wlasciwosciom mozliwe jest wytwarzanie miodu. Ponadto, inwertaza znalazta takze
zastosowanie w przemysle, a doktadniej w produkcji czekoladek z ptynnym nadzieniem (umozliwia to
rozklad sacharozy do monocukrow) [9].

Rézne metody otrzymywania inwertazy z komorek drozdzowych (drozdze piekarskie)



Metoda 1

Wykonanie:

Pierwszym etapem izolacji inwertazy z drozdzy jest rozbicie komérek. W tym celu drozdze poddaje
sie ucieraniu z piaskiem, a nastepnie ekstrakcji biatek z woda. Wytracenie enzymu przeprowadza sie
przy uzyciu acetonu, a caty proces prowadzi sie w niskiej temperaturze, co zabezpiecza przed
denaturacja:

- nalezy odwazy¢ 5g drozdzy, rozetrze¢ je w mozdzierzu z dodatkiem piasku. Nastepnie do
rozcieranej probki doda¢ okoto 100 ml wody, po czym ponownie dokladnie rozciera¢. Po uptywie 60
minut, probke nalezy odwirowac. Po wirowaniu w supernatancie bedzie znajdowac sie uwolniony
enzym - inwertaza.

Metoda I1

Kolejna metoda otrzymywania inwertazy z drozdzy jest bardzo podobna do tej tradycyjnej (opisanej
powyzej) z wyjatkiem jednego etapu, gdzie stosuje sie aceton:

- 5g drozdzy nalezy roztrze¢ w mozdzierzu z dodatkiem piasku i ok. 50 ml wody- po dodaniu wody
ponwnie calo$¢ probki dobrze rozetrze¢. Po 60 minutach probke dokladnie odwirowac, a powstaly
w trakcie wirowania supernatant przenies¢ do 5-krotnej objetosci acetonu (tj. 250 ml), ktory
oziebiony jest do temperatury ok. 4 - 8 st.C. Wytracony osad rozpusci¢ w 20 ml wody, po czym
konieczne jest jego przesaczenie. Tak otrzymany przesacz zawiera inwertaze- mozna go
przechowywac¢ w lodéwce przez kilka tygodni [2].

Metoda II1

1. w mozdzierzu rozetrzeé 4g drozdzy z dodatkiem 8 g piasku. Probke rozciera¢ 5 minut, po czym
dodac¢ ok. 20 ml wody (catosc ponownie doktadnie rozetrze¢). Odwirowac (5000 obr/min, 10 min,
w temperaturze 20 st.C).

2. objetos¢é otrzymanego supernatantu zmierzy¢ cylindrem miarowym, doda¢ 5-krotna objetos¢
acetonu, a catos¢ przelac do butelki z tworzywa sztucznego. Cala zawartos¢ doktadnie wymieszaé
przez intensywne wytrzasanie (ok. 10 sekund).

3. wymieszana zawartos¢ butelki przela¢ do zlewki- poczeka¢ do momentu wytracenia sie osadu (ok.
3 minuty). Prébke odwirowac (2000 obr/min, 2 min, w temp. 20 st.C).

4. otrzymnay supernatant (aceton) zla¢, a do falkonéw z osadem dodac po 3 ml wody destylowanej,
po czym ponownie odwirowac (5000 obr/min, 10 min, w temp. 20 st.C) [10].

Metoda 1V

Ze wzgledu na fakt, ze inwertaza jest wewnatrzkomoérkowym enzymem, ktory nie dyfunduje przez
btone komoérkowa, mozna go wydoby¢ z komorek przez ekstrakcje. Tak wiec, ok. 10 g drozdzy
prasowanych nalezy dobrze wymieszac z piaskiem (przez ok. 10-15 minut) w celu zniszczenia $ciany
komoérkowej. Do probki doda¢ 30 ml wody destylowanej oraz 0,5 ml toluenu (toluen dodawany jest
jako srodek antyseptyczny- odkazajacy). Probke inkubuje sie nastepnie przez 2 godziny
w temperaturze 37 st.C (w celu autolizy komorek, ktére nie zostaly zniszczone). Po inkubacji catos¢
nalezy odwirowac (4000 rpm, 20 minut). Otrzymany po wirowaniu roztwor bedzie zawierat aktywna
inwertaze i moze by¢ przechowywany w lodéwce przez 3 do 4 dni [7].



Tamio Mase i wsp. (2009) przeprowadzili izolacje inwertazy z komdrek drozdzowych (Pseudozyma
sp.)- byta to izolacja 4- etapowa. W wyniku doswiadczen ustalili, ze wyizolowany enzym jest stabilny
w temperaturze ok. 40 st.C i pH=5.0. Ponadto, enzym wykazywat stabilnos¢ w zakresie pH od 3 do 8
ponizej 50 st.C. Na podstawie otrzymanych przez badaczy wynikdw stwierdzono, ze produkowana
przez Pseudozymas sp. I-8 inwertaza jest wyjatkowym enzymem. Zostata ona zastosowana
w procesie produkcji chleba, dzieki czemu zauwazono efekty jej dziatania: dodanie inwertazy do
produkcji spowodowato poprawe objetosci wytwarzanych bochenkéw chleba, a takze wzrost
miekkosci chleba [3].

Do badan uzyto szczepu Pseudozyma I-8, ktory zostatl Swiezo wyizolowany i zaszczepiony na skosie
agarowym (pH=6.0) zawierajacym: 1,6% agar, 2% ekstrakt drozdzowy, 1% glukoze oraz 2%
polipepton S.

Przykladowe warunki hodowli komorek drozdzowych do izolacji inwertazy:

Kolonie Pseudozyma I-8 pobrac¢ i inokulowac (zaszczepi¢) do 100 ml butelek, zawierajacych 20%
medium (calo$¢ wytrzasac¢). Sktad medium (pozywki): 1% skrobia rozpuszczalna, 1% glukoza, 1%
sacharoza, 0,1% K2HPO4 , 0,05%MgS04+7H20, 1% ekstrakt drozdzowy i 1% polipepton (pH=6.0).
Po 20-godzinnej inkubacji w 25 st.C, 40 ml hodowli nalezy zaszczepi¢ do 3L pojemnika
fermentacyjnego zawierajacego 2L powyzszej pozywki (medium). Taka hodowle nalezy prowadzi¢
w 25 st.C przez 72 godziny (z mieszaniem przy 350rpm i z napowietrzaniem 1,5L / minute).
Oczyszczanie inwertazy prowadzi¢ w 5 st.C [3].
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