Enzymy

Enzymy to biologiczne katalizatory, ktore przyspieszaja reakcje chemiczne poprzez
obnizenie ich energii aktywacji. Cecha charakterystyczng enzymow jest ich specyficznosé —
zarowno w stosunku do substratu, jak i katalizowanej reakcji, w okreslonych warunkach (pH,
temperatura) [1].

Owoce takie, jak ananas, kiwi, mango i1 papaja zawierajag enzymy proteolityczne, co
powoduje, ze galaretki po ich dodaniu nie tezeja. Zelatyna jest bialkiem, ktoéra po
rozpuszczeniu tworzy zel. Enzymy zawarte w wymienionych owocach wchodzg w reakcj¢ ze
sktadnikami galaretki, nie pozwalajac jej zastygnaé [2].
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Ananas zawiera bromeliane  Kiwi zawiera aktynidyne Papaja zawiera papaineg

[1] www.wikipedia.pl
[2] www.sciencelearn.org.nz

1. Wplyw kiwi na proces zelowania galaretki

e Przygotuj galaretke — zagotuj szklanke wody, a nastgpnie rozpu$s¢ w niej
opakowanie galaretki. Otrzymany roztwor podziel na 3 czesci. Odstaw do
ostudzenia.

o Swieze kiwi obierz ze skérki, pokréj na kawatki, a nastepnie dobrze posiekaj
widelcem lub rozetrzyj w mozdzierzu.

e Otrzymang mieszaning¢ przetdz do plastikowych probowek, zakreé 1 odwiryj
prze 15 minut.

e Otrzymany supernatant podziel na dwie cz¢sci i zachowaj w oddzielnych
probowkach.

e Jedng cze$¢ supernatantu zagotuj do wrzenia — odstaw do ostudzenia.

e Do przygotowanych 3 porcji galaretki dodaj kolejno 3 ml supernatantu, 3 ml
supernatantu po podgrzaniu, 3 probéwka zostanie jako kontrola.
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e Zawarto$¢ proboéwek zamieszaj i wstaw do lodowki.
e Co 15 minut zapisuj obserwacje.

2. Badanie aktywnoS$ci enzymatycznej supernatantu

e Przygotowa¢ odpowiednie rozcienczenia substratow do oznaczania aktywnosci
enzymatycznej supernatantu.

Rozcienczenie Bufor Substrat
podstawowy
10 180 20 ul
20 380 pl 20 ul
>0 980 pl 20 ul
100 x 1800 pl 20 ul
200 x 3800 pl 20 ul

e Nanie$¢ na plytke 96-dotkowa po 50 pul odpowiednich rozcienczen substratu w
trzech powtorzeniach.
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e Do kazdej studzienki z substratem doda¢ 150 pl buforu, a nastepnie 50 pl
supernatantu.
e Powtodrzy¢ dla supernatantu po podgrzaniu.

3. Oznaczenie zawartosci bialka w supernatancie z kiwi

e Nawaz 2 mg albuminy i rozpus¢ go w 2 ml wody destylowanej, aby uzyskaé
stezenie wyjsciowego roztworu 1 mg/ml.
e Przygotuj krzywa wzorcowg albuminy wedtug ponizszej tabelki

\ Stezenie | Objetos¢ roztworu |  Objetos¢ wody |
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biatka destylowanej
0,25 mg/ml 250 pl 750 pl
0,5 mg/ml 500 ul 500 ul
0,75 mg/ml 750 ul 250 pl

e Na plytke 96-dotkowa do pomiaru absorbancji nanie$ po 20 ul poszczegdlnych
rozcienczen, roztworu wyjsciowego oraz wody w trzech powtorzeniach.
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e Do studzienek dodaj po 180 pl odczynnika Bradforda.

e Inkubuj ptytke w temperaturze pokojowej przez 10 minut.

e PrzeprowadZ pomiar absobancji przy dtugosci fali 595 nm.

e Sporzadz krzywa wzorcowa zaleznosci absorbancji od st¢zenia bialtka.

e Na plytke nanie$¢ po 20 pl supernatantu z kiwi w trzech powtorzeniach oraz
supernatantu po podgrzaniu.

e Dodaj 180 pl odczynnika Bradforda, inkubuj 10 minut. PrzeprowadZz pomiar
absorbancji.

e Korzystajac z krzywej wzorcowej oblicz stezenie biatka w badanych probkach.
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