Zadanie 4 (10 pkt)

Do przygotowania prébek immobilizowanych enzymow uzyto dwoch rodzajéw
polimeréw:

polimeru 1 otrzymanego z metakrylamidu, eteru alliloglicydylowego i N-metyleno-bis-
metakrylamidu (Rysunek 1),

polimeru 2 otrzymanego z metakrylanu tetradecylu (Rysunek 2).
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Rysunek 1. Fragment fancuchéw polimeru 1; obok schematyczny rysunek kuleczki polimeru z ,wystajgcymi” podstawnikami
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Rysunek 2. Fragment fafcucha (poli)metakrylanu tetradecylu (polimer 2); obok schematyczny rysunek kuleczki polimeru o
wybitnie hydrofobowej powierzchni

Przygotowano 30 ml roztworu biatka enzymatycznego w roztworze buforu
fosforanowego w ponizej opisany sposob.

Do ok. 36 ml buforu fosforanowego o pH=7,4 dodano 2,7 g surowego preparatu
biatka enzymatycznego (lipaza z Burkholderia cepacia). Zawiesine wymieszano na
mieszadle i odwirowano. Na dnie probdéwki osiadt nierozpuszczalny w wodzie osad.
Roztwér znad osadu ostroznie przeniesiono do cylindra miarowego — otrzymano 30
ml roztworu zawierajgcego rozpuszczone biatko enzymatyczne. Pobrano z niego
probke o objetosci 1 ml do oznaczenia biatka ,przed immobilizacjg”.

Metodami analitycznymi (metoda Lowry’ego) oznaczono i wyliczono, ze ilos¢ biatka,
ktéra przeszta do roztworu z wyjsciowej porcji surowego enzymu wynosita
113671,80 ug



Pozostaty roztwor biatka rozcienczono dziesieciokrotnie do objetosci 290ml i
podzielono na dwie rowne porcje.

Kuleczki polimeru 1 zawieszono w jednej porcji roztworu biatka i wytrzgsano w
temperaturze pokojowej przez 20 godzin. Nastepnie kuleczki odsgczono, przemyto
wodg i wysuszono pod zmniejszonym cisnieniem w temperaturze pokojowej,
przesypano do pojemniczka, szczelnie zamknieto i umieszczono na potce lodowki w
temp. 4 °C. Zmierzono objeto$¢ przesaczu i wody uzytej do przemycia kuleczek-
otrzymano wynik 155 ml. Pobrano 1ml roztworu aby oznaczy¢ zawartos¢ biatka
obecnego w przesgczu. Po wykonaniu analiz i obliczen okazato sie, ze w przesgczu
znajduje sie 195,81 pg/ml biatka.

Kuleczki polimeru 2 zawieszono w drugiej porcji roztworu biatka i wytrzgsano w
temperaturze pokojowej przez 7 godzin. Potem kuleczki odsgczono i wysuszono pod
zmniejszonym cisnieniem w temperaturze pokojowej, przesypano do pojemniczka,
szczelnie zamknieto i umieszczono na poétce lodowki w temp. 4 °C. Zmierzono
objeto$¢ przesgczu i pobrano 1ml roztworu aby oznaczy¢ zawarto$¢ biatka
obecnego w przesgczu. Po wykonaniu analiz i obliczen okazato sie, ze na no$niku
osiadto 34351,06 g biatka.

Niestety student, ktéry wykonat wyzej opisang prace, zagapit sie troche i nie podpisat
od razu identycznych pojemniczkow z lipazg immobilizowang na dwdch rodzajach
polimeréw. Po dwdch dniach kuleczki w pojemniku z prawej strony (P) wygladaty
identycznie jak kuleczki w pojemniku z lewej strony (L).

Musiat ustali¢ eksperymentalnie jaka jest zawarto$¢ obu pojemnikéw.

Prébke kuleczek z prawej strony (P) zawiesit w buforze fosforanowym o pH 7,4,
dodat niejonowy zwigzek powierzchniowo czynny (Triton X-100) i ogrzewat catos¢ w
temperaturze 35 °C przez 4 godziny.

Identyczny proces przeprowadzit zawieszajgc w roztworze buforu z Tritonem probke
kuleczek z lewej strony (L).

Odsgczyt polimerowe kuleczki, dodat do kazdego przesgczu kilka kropel roztworu
maslanu p-nitrofenylu w bezwodnym rozpuszczalniku organicznym. Roztwér (L) nie
zmienit barwy, roztwér (P) zabarwit sie na zétto. Podobnie potraktowat odsgczone
kuleczki polimerowe.

Zawiesina kuleczek (P) w porcji buforu nie zmienita barwy po dodaniu roztworu
maslanu, zawiesina kuleczek L zabarwita sie na z6tto. Student-gapa odetchnat z
ulga, poniewaz po dodatkowym dniu pracy mégt podpisaé witasciwie pojemniczki z
immobilizowang lipaza.

Pytania
A. Na jakiej zasadzie lipaza z Burkholderia cepacia zwigzata sie z polimerem 1 i
z polimerem 2? (3 pkt.)

Z polimerem 1 lipaza zwigzata sie w wyniku reakcji chemicznej z utworzeniem
wigzan kowalencyjnych. Reaktywne pierscienie oksiranu przereagowaty z resztami



aminokwasowymi biatka enzymatycznego zawierajgcymi wolne grupy OH (mogty tez
reagowac grupy NH>).

Z polimerem 2 lipaza zwigzata sie stabymi oddziatywaniami hydrofobowymi -
adsorpcja

B. Oblicz procentowg zawartosc¢ biatka enzymatycznego w wyjsciowym surowym
preparacie. (1pkt)

Masa probki enzymu ,surowego” 2,7 g. Z tredci zadania wynika, ze probke
rozpuszczano w wodzie i otrzymano roztwor zawierajgcy 113671,80 ug biatka.
Obliczenia:

113671,80 pg = 0,11367180g
Zawartosc¢ biatka enzymatycznego:

0,11367180[[g]
2,7 [g]

Dla uczniow to polecenie nie byto zrozumiate, cho¢ mnie wydawato sie najprostsze.
Dla studentéw odwazajgcych codziennie enzymy czystosci ,technicznej” jasne jest,
Ze wiekszos$¢ masy stanowig inne biatka i dodatki, a sam enzym rozpuszczalny w
wodzie stanowi niewielkg czeS¢ masy preparatu. Mojg intencjg byto zwrbcenie uwagi
na konieczno$c¢ ujednolicenia jednostek masy — wszystko w gramach albo
mikrogramach i obliczenie zawarto$ci procentowey.

-100% = 4,21%

Gdyby etap Il odbywat sie w realu pewnie zauwazytabym ich konsternacje i
wyttumaczyta gtosno jak wyglada przygotowywanie roztworow biatka. Przy czym ten
punkt nie miat wptywu na dalsze obliczenia nawet jezeli kto$ Zle zrozumiat i Zle
policzyt

C. Oblicz stezenie biatka(w pug/ml) w wyjsciowym supernatancie uzywanym do
dalszej pracy. (1 pkt)

Z treéci zadania wynika, ze otrzymano 30 ml roztworu i ze zawierat on 113671,80 pg
enzymu.

m=113671,80 pg

v =30 ml
B 113671,80

c= 30ml = 3789,06 ug/ml

Z jakiegos powodu wiekszos¢ tego nie zrobita poprawnie, a to juz wptywato na dalsze
odpowiedzi

D. Porownaj wydajnos¢ immobilizacji biatka enzymatycznego na obu nosnikach
(% biatka, ktory zostat zwigzany). (3pkt)

Z tresci zadania wynikato, ze z 30 ml zabrano 1 ml do oznaczen, zostato 29 ml o
stezeniu 3789,06 pg/ml. Jest nawet podpowiedz wprost :



,Pozostaty roztwor biatka rozcienczono dziesieciokrotnie do objetosci 290ml” — nikt
tego nie zauwazyt

Nalezato obliczy¢ zawartosc¢ biatka w tych 29 ml rozcienczonych potem do 290 ml
€ =3789,06 ug/ml

v=29ml

m=cev[ug] 3789,0652.29mi = 109 882,74 ug

Roztwor podzielono na pét czyli kazda potdwka zawierata
109 882,74 | 2 = 54941,37 pg biatka

O polimerze 1 wiemy, ze w roztworze pozostato 195,81 pg/ml <155 ml = 30350,55
ug biatka. Czyli na kuleczkach polimeru 1 zwigzato sie kowalencyjnie

54941,37 pg - 30350,55 ug = 24 590,82 pg

24590,82

Wydajnos¢ immobilizacji = Sroni 3 100% = 44,76%

O polimerze 2 wiemy, wprost z tresci zadania, ze osiadto na nim 34351,06 ug biatka

34351,06

Wydajnos¢ immobilizacji “eoaizr 100% = 62,52%

Na polimerze 2 osiadto (zaadsorobowato sie) wiecej biatka z wyjsciowego roztworu.

E. Jak zostat podpisany pojemnik P a jak pojemnik L; odpowiedz uzasadnij. (2
pkt)

Pojemnik P: kuleczki polimeru 2 (enzym osiadt na tym polimerze na zasadzie
adsorpcji, zostat zmyty do roztworu przez zwigzek powierzchniowo czynny, dlatego
roztwor zawierajgcy enzym katalizowat hydrolize maslanu p-nitrofenylu do barwnego
p-nitrofenolu a zawiesina kuleczek nie)

Pojemnik L: kuleczki polimeru 1 (enzym zwigzat sie z tym polimerem na state
wigzaniami kowalencyjnymi, dlatego roztwér zpc nic z kuleczek nie zmyt i roztwor nie
katalizowat hydrolizy maslanu p-nitrofenylu, za to zawiesina kluczek z enzymem tak)
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Rysunek 3. Hydroliza maslanu p-nitrofenylu; reakcja biegnie w nadmiarze wody w rozworze
buforu o pH lekko zasadowym w temperaturze pokojowej; ester jest bezbarwny, p-nitrofenol jest intensywnie z6ity



Wskazowka 2.
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Rysunek 4. Czgsteczka Tritonu X-100; n = 10. Jest to niejonowy zwigzek powierzchniowo czynny.
Na czerwono zaznaczono podstawnik alkiloarylowy czyli cze$¢ hydrofobowa, na niebiesko fancuch polieterowy czyli cze$é
hydrofilowg czasteczki.

ROH + nCH3—CH\F/CH2 — RO*((EH*CHzo)nH +Hx0O
CHj

Rysunek 5. Metoda otrzymywania podstawionych polieteréw (jak np. w tancuchu Tritonu); jeden substrat zawiera grupe OH,
drugi substrat zawiera reaktywny tréjcztonowy pierscien oksiranu



