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1. BETA-GLUKOZIDAZ ENZIM

Az emulzin B-D-gliikoziddz (B-D-gliikozid gliikkohidroldz, EC 3.2.1.21) édes manduldban
talalhatd meg, természetes szubsztratja az amigdalinbol (1. &bra) keletkezd cianogén -
monogliikozid, prunasin (benzaldehid cidnhidrin p-D-gliikozid), amelyet az enzim a
gliikozidos kotésnél hasit el.
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Az ily modon szabaddéa valt aglikon részbdl az B-hidroxinitril-lidz benzaldehidet és HCN-t
szabadit fel. A folyamatban résztvevd enzimek és a szubsztrat az intakt novényi szovetekben
kiilon kompartmentben helyezkedik el, igy HCN felszabadulas csak a szdvetek mechanikai
sériilése - pl. a novény fogyasztisa - kovetkeztében jelentkezik. A folyamatnak, és igy a
vizsgalat targyat képz6é enzimnek is a ndvényevok elleni védekezésben van jelentds szerepe.
Az emulzin B-glikoziddz széles szubsztratspecifitist mutatd enzim, azaz természetes
cianogén szubsztratja mellett hidrolizdlja a szintetikus p-nitrofenil-f-D-gliikopiranozidot
(PNP-B-Gle) is. Korabbi vizsgélatok szerint a katalitikus nukleofil csoport egy glutamat-
karboxilat, mig a proton donor egy aszpartat karboxil csoportja. A B-gliikozidazok altalanos
hasitdsi mechanizmusaban résztvevd két ionizalddé aminosav oldallanc koziil az egyiknek
deprotonalodnia kell, mig a masiknak protonalt allapotban kell maradnia az enzim
aktivitasahoz. Ennek megfeleléen az enzim aktivitdsmérését 5,2 pH-n pufferben végezziik, a
reakcio ledllitasara pH=10,0 borat puffert hasznalunk. A reakcioban felszabaduldé PNP sarga
szin(l, intenzitdsa a fenolat anionnak koszonhetden lugos kozegben nagyobb. Mérését 400 nm
hulldmhosszon spektrofotometriasan végezziik.

2. VIZES KETFAZISU EXTRAKCIO

A vizes kétfazisu extrakcio lehetdséget biztosit fehérjék koncentraldsara, kinyerésére,
tisztitdsara fehérje elegyekbdl, akar fermentlevekbdl is. A modszer alapja az, hogy hidrofil
polimereket tartalmaz6 vizes oldatok két fazisra valnak, mivel a két polimert tartalmazé
oldatfazisnak eltérd a polaritasa és a slirlisége. A fehérjék megoszlasat a két fazis kozott sok



paraméter befolyasolja, pl. a fehérje és a polimerek molekulatomege, a fehérje toltésallapota,
a kozeg pH-ja és ionerdssége. A kis molekuldk gyakran azonos koncentracidban vannak a két
fazisban. A modszert széles korben alkalmazzak virusok és fehérjék koncentralasara. A
koncentrald folyamat egyszerli, gyors, olcs6 és konnyen méret novelhetd. A két fazis
kialakitasara leggyakrabban dextran-PEG illetve PEG-s6 oldatokat alkalmaznak. A
gyakorlaton dextran-PEG rendszert alkalmazunk az enzim koncentraldsara, a felsd¢ fazis
foként PEGet tartalmaz, az alsé dextrant. A rendszert leird fazisdiagram a 2. dbran lathato.
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2. ébra PEG 8000-Dextran 500 rendszer fazisdiagramja

3. GYAKORLAT

3.1.Vizes kétfazisu extrakcio kivitelezése

Eszk6z0k: centrifugacsd, kémcsbdallvany
automata pipettak
centrifuga
Anyagok: "E" puffer: 50 mM KSCN, 1 mM NaPO,, pH= 8,5

Emulzin béta-gliikkozidaz (6U/mg): 5,54 mg 50 ml pufferben

Feladat:

1. Mérjiink be centrifugacsdbe 0,15 g Dextran 500-at (3%)



2. Oldjuk fel a dextrant 5 ml enzim oldattal, 6vatos kevergetéssel.
3. Masik centrifugacsébe mérjiink be 0,8 g PEG 8000-t.

4. Az enzimet tartalmazé dextran oldatot ontsiik at a szilard PEG-et tartalmazo csdbe, oldjuk
fel a PEG-et is (16%)

5. Razzuk 6ssze az oldatot alaposan, majd centrifugaljuk 1000 g gyorsuldssal 10 percig. A
fordulatszdm kiszamitdsahoz hasznaljuk a nomografot (3. dbra) és a centrifuga rotor adatait.

6. A centrifugalds utan Pasteur pipettaval Ovatosan szivjuk le a felsé fazist egy harmadik
centrifugacsdbe.

7. Meérjik meg az enzim oldatok aktivitasat, hasznaljunk 20 pl enzim oldatot az
aktivitdsméréshez a kiinduldsi enzim oldatbdl (Ey), az alsé fazisbol (E 1,) €s a fels6 fazisbol
(Eq1p).

8. Extrahdljuk a fels§ fazist Gjabb als6 fazissal, amit gy Aallitunk eld, mint az elsd
extrakcional (1-6 pont) azzal a kiilonbséggel, hogy az oldast puffer oldattal végezziik. Alapos
Osszerdzas utdn centrifugaljunk az 5. pont szerint.

9. Mérjiik a masodik extrakcio6 alsé (Ej,) és felsd (Eof) fAzisanak enzim aktivitisat.
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3. dbra Nomograf centrifuga gyorsuldsok és fordulatszamok atszamitasdhoz



3.2.p-Nitrofenolat kalibracios egyenes felvétele

Eszk6z0k: kémcsd, kémesdallvany
automata pipettak

Anyagok: "A" puffer: 0.15 M citromsav-NapHPO4, pH=5.2 puffer,
3 mM NaN3.

"B" puffer: 0.2 M bérsav-NaOH, pH=10.0 puffer.
p-Nitrofenol (PNP) 10™* M oldat

Feladat:
Készitstink az "A" és "B" puffer 1:2 ardnyl elegyében 0.1 mM p-nitrofenolat

torzsoldatot. Az oldat intenziv sarga szine a p-nitrofenoldt anionra jellemz6. Ezutan mérjiik
Ossze a kovetkezd kalibracios sorozatot:

0. 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10
PNP 0. 0.1 02 03 04 05 06 0.7 0.8 09 1.0
oldat (ml)
AtB1:2 3 29 28 27 26 25 24 2.3 22 2.1
2.0
pufferelegy (ml)

Az oldatokat A:B, 1:2 aranyu puffereleggyel szemben A=400 nm-nél
fotometraljuk, és az abszorbancia értékeket abrazoljuk a PNP ionok nmol-ban (és nem nM-
ban!) kifejezett mennyiségének fiiggvényében. Az aktivitds mérések soran ezt a kalibracios
g0rbét hasznaljuk.

3.3.Extrahalt enzimoldatok aktivitasanak meghatarozasa

Eszk6z0k: kémcsd, kémesdallvany
stopper ora
automata pipettak

37 0C-os vizfirdo

Anyagok: "A" puffer
"B" puffer
emulzin -gliikoziddz-oldat (enzim-oldat)
Szubsztrat oldat: 5 mM PNP-B-Glc "A" pufferben feloldva

Feladat:

Az aktivitds méréshez mérjiink szdmozott kémcsovekbe 20 ill. 40 pl enzimoldatot és 880

ill.860 pl A puffert. Az oldatokat helyezziik 37 9C-os vizfiirddbe, majd 5 perc eldinkubalas
utan a reakciokat 100 pl szubsztratoldat-részletekkel egymast 30 méasodperces id6tartamokkal
kovetden inditsuk el. Az 5 perces reakcididd letelte utan a reakciokat 2 ml "B" puffer



hozzaadéasaval allitsuk le (az elinditaskor alkalmazott id6tartamokkal egymast kdvetden). Az
oldatokat "A"+"B", 1:2 puffereleggyel szemben 400 nm-nél fotometraljuk. A kalibracids
gorbe felhasznalasaval allapitsuk meg a felszabadult p-nitrofenolat mennyiségét, és szamitsuk
ki a reakciosebességeket nmol/perc egységekben.

A

v (nmol/perc)

Valaszoljon a kovetkezo kérdésekre:

1. Milyen a fazisarany a gyakorlaton alkalmazott PEG-Dextran rendszerben?
2. Hogyan tudna megforditani a fdzisaranyt?

3. Melyik fazisban dusul fel a béta-gliikozidaz enzim?

4. Van-e sziikség tovabbi extrakciora?

5. Az also, vagy a felso fazist extrahalna tovabb?




