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Izolowanie inwertazy — fruktohyvdrolazy
p-D-fruktofuranozydow (EC 3.2.1.26)
Z drozdzy i badanie jej wlasciwosci

Cel cwiczenia

Celem ¢wiczenia jest wyizolowanie inwertazy z drozdZv 1 zbadanie jej specv-
ficznosci substratowe). fermostabilnosct oraz okreslenie optimum pH dla dzialania
ENZymu.

Wprowadzenie

Inwertazy (f-fruktofuranozvdazy) wystepuja v bakterii, grzvbow 1 roslin. Roz-
kladaja sacharoze na glukoze 1 fruktoze. Sacharoza jest jednyvm z materialéw zapa-
sowych roslin 1 jest glowna forma transportows weglowodandw w roslinach Brak
wlasciwosci redukujacych sprawia, Ze jest ona chemicznie ineretna i nie ulega re-
akcjom redoks w trakcie transportu. Zarowno rozklad sacharozy, jak 1 skrobi do-
starcza roslinom monocukréw — substratow glikolizy, ale cukry biorg takze udzial
w regulacji procesow komorkowyeh. Sacharoza 1 heksozy moga dzialac jako cza-
steczki sygnalowe, wplywajac na ekspresje genow i rozwdj roslin. Ponadto cukry s3
zaangazowane w aktywacje mechanizmow obronnych. Dlatego enzyvmy rozkladaja-
ce sacharoze s3 tak wazne dla roslin.

Roslinne izoformy inwertazy rozZnia sie lokalizacja subkomorkows, optimum
pH 1 punktem izoelektrycznym. Inwertazy obojetne lub alkaliczne znajduja sig
w cytoplazmie. Niewiele wiadomo o ich funkcjach. Uwaza sig, Ze pelnia one role
w katabolizmie sacharozy. Inwertazy kwasne znajduja sie w wakuolach 1 przypusz-
cza sig, Ze reguluja zakres stezen sacharozy akumulujace] sie w czasie fotosyntezy
1 eksportowane] do innych czesci roslin. Najlepiej zbadanymi izoformami s3 nieroz-
puszczalne, kowasne inwertazy ulokowane w przestrzeni apoplastycznej (inwertazy
apoplastyczne, czyli zwiazane ze sciana komdrkows). 53 one modyfikowane przez
N-glikozylacje, a ich wypadkowy ladunek dodatni nmozliwia wijzanie z ujemmnie
naladowanymi (kwasnvmi) skladnikami sciany komorkowe). Inwertazy te posrednio
albo bezposrednio preyezyniajy sie do zmiany proporcii cukroweow w komorkach,
przez co grajj glowna role w regulacyi procesdow rozwojowych.

Inwertazy apoplastyczne s3 stymulowane przez: cukry. fitohormony, czynniki
stresowe (biotyczne i abiotyczne). W dodatln w wiyniku aktywacji enzymu uwwal-
niane heksozy 53 czasteczkami sygnalnymi do akumulacii fitohormondw, ekspresji
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gendw zaangazowanych W mechanizmy obronne 1 do indukcji zwrotne] imwerta-
zy. Wiadomo, Ze heksozy powstale w wyniko aktywnosci inwertazy zwiazane] ze
fciang komérkowsa =3 nieodzowne do normalnegoe rozwoj rosling U Arabidopsis
szest gendw koduje inwertazy Zwigzane ze sciang komdrkowa, a geny te wykazuja
specyficzng 1 zrodmcowans ekspresje w réEnych czesciach rozwijajaee] sie rosliny
Ekspresja czterech z mich jest silniejsza na stadiach podzialow komdrkowych, Od
aktywnoscl inwertazy zaleza zatem wzrost i podzialy mitotyezne. Altvwnose imwer-
tazy zwijzane] ze sciana komdrkows jest hamowana 1 tym sposobem regnlowana
przez specyficzne bialla inhibitorowe.

Inwertazy wystepujace w orgamizmach grzybow sa dobrze poznane, na prey-
Klad enzymy z 5 cerevisiae czy z Aspergillus. Te ostatnie maja zdolnosé synte-
zy frultocoligosacharyddw 1 53 stosowane do produlkeji tych culrowedw na skale
techniczng. Choctaz wlaseiwosel inwertaz z greybow nie ré@nia sie zasadoiczo od
enzymow roslinnych, to ich sekwencje DNA wskaruja na osobna ewclucje enzy-
mow z grzybow. W komodtkach drozdiy inwertaza wystepuje w dwdch formach:
zewnetrzne], wijzane] ze sciana komdtkows (wystepujace] w wigkszoder) 1 we-
wnetrzne). Obydwie formy enzyom 53 transkrvbowane z tego samego genu STCZ,
ale ich translacja rozpoczyna sie od dwéch réznych kodondw start. Powoduje to, Ze
inwertaza zewnetrzna na kofcn aminowym ma dwa dodatkowe aminolowasy. Inwer-
taza wewnetrzna pozostaje w cytezolu, zewnetrzna zas wehodz do retikplum en-
doplazmatycznego dzigld selowencyi syznalowe). W trakcie selxedi 1 transporto do
przestizem periplazmatyczne) via retibulun endoplazmatyezne do enzymu 53 prey-
laczane cligosacharydy mannozowe, ktdre moga stanowié az 30% masy czastecz-
kowej enzyom. Oligosacharydy mannezowe prawdopodobnie pemagaja w asocjacyt
aktywoych katalityczmie homodimerdw do tetramerdw, helksamerdw, oldamerdw
o te] samej aktywnoscl wlasciwe), niezaleinie od stopnia asocjaci ladcuchdw po-
lipeptydowych. Inwertaza z drozdzy hydrolizuje sacharoze (rys. 1), w mniejszym
zas stopniv inuling i rafinoze (rys. 2). Mechanizm hydiolizy sacharozy zawiera
w sobie katalize nuldeofilows (Asp-23) 1 bwasowo-zasadows (Glu-204). Zgodnie
z tym mechanizmem podstawienie Asn w nuejsce Asp-23 powoduje, Ze enzym staje
sie calkowicie nieaktyamny. Watomiast zastapienie Glu-204 alaning daje 3000-krotnie

mniejsza altywnosé enzymm.
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EYSUMEE 1. Feakcja hydrolizy sacharezy kamlizowana przaz inweraze
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BEYSUMEEK 2. Feskcja hydrolizy rafinozy katalizowans przez imwertaze

p-frubtofuranczydazy katalizya tez hydrolize inmych oligosacharyddw (treha-
lozy, laktozy, rafinozy). ale z 10-krotme nmiejsza szybkoseia reakeji. W wiysolach
stezemnach substraty inwertaza wykazuje aktywnosc transferazowa typo sacharoza :
sacharoza polegajaca na przemesieniv reszty fuktozylowe) z jedne) czasteczld sa-
charczy na droga. W rezultacie tworzy sie glokoza 1 trisacharyd fuldtozylosacharoza
(kestoza), ktora jest rowndez hydrolizowana przez imwertaze (1ys. 3).

g 0H
M FEHzOH
T OH H
CHyOH CHgOH CHp CHy Ly 0H
H
H H B H H I
e HH " HE e HH H 1y - + HH H
¥ ¥
", ¥ OH i CHz HO aH
W OH oH H H oM aH H 2 3]
sachamza kpeinra FTTE= ]

BEYSUMEE 3. Feakcja transferazowa inwertazy

Odezynnild i materialy

. Drozdze piekarskie (Swieze).

. Piasek (traktowany stefonymi kwasami: azotowyny, soloym 1 plukany woda).

- 0.2 M sacharoza w 0,04 M buforze octanowym o pH 4.7.

. Uniwersalny bufor Brittona i Robinsona.

. 0.4 M sacharoza w wodzie (do badania wplhywo pH).

. 1-procentowy kowas 3, 5-dinitrosalicylewy (DNS) z 0.4 M NaOH 1 1 M winianem
sodowo-potasowym

7. Wzorce glhikozy 1 fiuktozy.

&. 0.2 M rafinoza w 0,04 M buforze octanowym o pH 4.7.

9. Aceton schlodzony.

= R R A
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Wrykonanie

Ekstrakeja p-fruktofuranozydazy

MNawazke 2.5 g drozdzy pielarskich doldadnie rozetrzed w mozdzierrmz 2.5 g
piasku. Diodac 5 ml weody 1 rozcierac dalej do otrzymania homogenne) konsystenci.
Dodaé jeszeze 5 ml wody 1 po wynueszanin przelaé homogenat do probowls wi-
rowkowej na 30 ml MoZdzierz przephulac dodatkowe 5 ml wody 1 polaczye wode
z homogenatem znajdujacym sig w probowcee. Probowla wirdwkowe zrdwnowazyc
parami, po czym wirowac homogenat przez 10 minut przy szyblosei 15000 obro-
téw na minute (20000 = g). Po edwirowanin znajdujacy sie nad osadem supernatant
ostroznie przelac do cylinderlca 1 zmierzye objetosé. Przeniesé preparat do schlodzo-
nej probowld wirdwhkowe] na 250 ml i1 doda¢ 5-kvotng objetosc zimnego acetomu.
Aceton nalezy dodawaé poweli, mieszajae zawartosé probowki. Po 15 munutach in-
kubacji w lodzie edwirowac wytracone bialla z szyblkoscia 4500 obrotow na minute
(3300 = g 10 min, rotor uchylny). Supernatant ostroznie przelac do pojemmnika na
zlewld acetonowe, a osad rozpuscié w 10 ml wedy.

Oznaczanie akiywnosci enzymn

W celu oznaczenia akiywnosel enzymun nalezy odpowiednio rozeieficzye pre-
parat inwertazy. Enzym o zbyt duzej aktywnodel nie da wiarygednych wynikdw
pomiam szybkoscl reake)i, poniewaz zachodzi ryzyko zbyt duzego znzycia substratu
1 zbyt dugych wartosei absorbancji. W rezultacie oznaczona aktywnost enzymm by-
laby obarczona duzyvm bledem

Badanie aktywnesci B-froktofuranczydazy oparte jest na dzialanin enzymu na
sacharoze i oznaczaniu ilosci powstajacych cukrow prostych — glukozy 1 fruktozy
w okreslonych wammnkach: temperatury, pH, czaso trwania reakeji Reakeje rozpo-
czyna sie dodaniem enzyom lub substrato=a przerywa dodaniem 1-procentowego
roztwom kwasu 3 5-dinitrosalicylowego. W trakcie ogrzewania zachodzi reakcja
oksydacyjno-redukeyijna miedzy cukrami redulmjaeymi 1 grupa nitrows w pozyejt 3
kowasu 3. 5-dinitrosalicylowezo (rys. 4). Po odpowiednim rozciefczenin woda, ab-
sorbancje muerzy sig przy 340 nm a ilosc powstalych heksoz ckresla z krzywe)
WZOrcowe].

Oznaczenie aktywnosci enzymu wzgledem sacharozy. Do 3 probowek
(w tym jedna kontrolna) odmierzye po 1 ml 0,2 M sacharozy w buforze octano-
wym (pH 4.7) 1 preinlmbowaé 5 mumat w lazni wodnej (30°C) w celn wiyréwnania
temperatury. Roztwor enzynm rowniez nalezy ogrzac w 30°C. Po tym czasie do
2 probowek w odstepie 30 selund dodac po 1 ml roztwom enzyom. Po 10 minutach
inkubacjt do wszystkich probowek dodaé po 2 ml kwasu 3 5-dinitrosalieylowego.
a do probowla kontrolne) 1 ml roztworn enzyomm. Wszystlae probowla wstawic do
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BEYSUNEE 4. Feakcja oksydacyjno-redukcyjna miedzy glukozs i kwasem 3, 5-dinirosalicylowym

wrzace] tazni wodnej 1 ogrzewad przez 10 minut. Nastepnie schlodzié proby, do kaz-
dej dedac po 5 ml wody destylowane] 1 intensywnie wymieszac. Zmierzyc absorban-
cje prob przy 540 nm zeryjac aparat na probe kentrolna. Jesli edezyty absorbancyi
beda wynosic 0.3-0.6, mo#na wykomywad dalsze oznaczemia. Jesh beda za male lub
za duze, trzeba przygotowad nowe rozcieficzenie enzyom. Gdy bedziemy dyspono-
wac wlaseiwym rozeiefczeniem enzymu, naleZy przejsé do ornaczenia aktywnosel
wzgledem rafinozy 1 powtdrzye oznaczenie wzgledem sacharozy.

Oznaczenie aktywnosci enzymu wzgledem rafinozy. Do 3 probowek
(w tym jedna kontrolna) odmierzyc po 1 ml 0.2 M rafinezy w buforze octanowym
(pH 4. 7)1 preinlmbowad 5 minut w lazni woedne) (30°C). Po tvm czasie do 2 probdwek
w odstepie 30 selund dodaé po 1 ml roztworu enzyom. Inkubowad 10 minut. Dalej
postepowad jak przy oznaczaniu aktywnoscl inwertazy wzgledem sacharozy.

Badanie termostabilnosci enzymu. Zeby przekonaé sie, czy bialko jest termo-
stabilne. trzeba sprawdzic, w jakich granicach temperatury akiywmost enzymm nie
nlega mianie. W tym celu nalezy do 4 probéwek odpipetowad po 1 ml rozhwerm en-
zymu i jedng z probowek nmieseid w lazmi o temperaturze 30°C, dmgg w 40°C, trzecia
w 30°C, a cowarta w 60°C 1 pozostawic w tych temperaturach na 30 minut. Nastepnie
probowia ochlodzic w lodzie 1 przystapic do ponuary aktywnosei enzynm. Wazystke
probowii wstawic do lazni o temperatorze 30°C 1 po 5 numitach rozpoczac reakcje en-
zymatyczng substratem, czyli dodac do kazdej probowlkd po 1 ml sacharozy w buforze
octanowym (pH 4.7) ogrzane| do temperatury 30°C. Nie zapomnieé o probie kontro-
Inej. w ktorej 1 ml enzyom (nie poddawanego dzialanin podwyzszone| temperatury)
nalezy inkubowad rdwnolegle z probami. Po 10 minatach reakeje przerwaé, dodajac
do kazdej probowki po 2 ml kwasu 3. 5-dinitrosalicylowego, a do proby kontrolne
1 ml sacharozy. Dale) postepowac jak przy oznaczemn aldywnosct enzynm.

Badanie wplywu pH na szybkosé¢ reakeji. Ten eksperyment polega na zha-
daniv szyblodel reakeji katalizowane) przez inwertaze w réznych pH 1 wskazanin
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optimum pH dla tego enzymu. W tym celwe nalezy do 4 par probowelk: (dla kazdego
pH proba kontrolna 1 badana) odmierzye po 0,5 ml buforéw o pH: 3.0; 5.0; 7.019.0,
po czym do wszystlich prebdwek dodac po 0.5 ml 0.4 M roztwor sacharozy w wo-
dzie. Watawié do lazni o temperatuze 30°C § preintubowaé przez 3 minut. Do prob
badanych dodac po 1 ml enzymm. Po 10 munutach do wszystlach probowelk: dodac
po 2 ml kwasu 3 S-dinitrosalicylowego, a do prob kontrolnyeh 1 ml enzymun. Dalej
postepowad jak przy oznaczenin akiywnosct inwertazy.

Opracowanie wvnikaw

Z kxzywe] wzorcowej nalezy odezytad liczbe mikvogramow heksoz odpowiada-
jaca otrzymanym wartosciom absorbancii dla badanych prob. Wynild pomiaréw ab-
sorbancii nsrednic 1 wpisaé do nize] podane) tabeli. Aktywnose inwertazy wzgledem
sacharozy wyrazi¢ w mikromolach heksoz=min™ g™ drozdézy. W tym celu nalezy
wypelnic kolejne kohunny tabeli:

1 pmuleAmjn'l'a_lml nisroze. umn]exmin_la g‘l

Proba | st Asy | wzheksoz | pmels~min enzymu drozdiy

Altyvwnost enzymm wobec rafinozy obliczy¢ w procentach, dzielac srednia absor-
bancje otrzymana w winilm altywnosel imwvertazy wzgledem rafinozy przez drednia
absorbancie otrzymang w wynikm altywaosel inwertazy wzgledem sacharozy.

Przygotowac wykresy przedstawiajace termostabilnese enzyom 1 zalefnosé ak-
tywnoscl od pH. Na pierwszym wykresie przedstawic procent aldywnoscl mwertazy
po dziatanin roznej temperatury (40, 50 1 60°C) obliczonej w stosunkn do aktywno-
sei enzymu przetrzymywanego w 30°C, a na dmgim zale?nosc aldywnodel od pH
przedstawid w procentach w stosunkm do aldywaosel enzymu w pH 3.
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