4. Oznaczanie zawartéci kwasnej fosfatazy w homogenacie z ziemniaka

Fosfataza kwsna (EC 3.1.3.2) jest enzymem znacznikowym (markerem) lizosomoéw,
glbwnego miejsca trawienia wewgtrekomorkowego. Fosfatazy nale do klasy hydrolaz
(klasa 3 obejmujca enzymy katalizgge hydrolityczny rozpad wkan chemicznych),
podklasy esteraz (obejmgh enzymy hydrolizyjce wihzania estrowe), podpodklasy hydrolaz
monoestrow fosforanowych.

Tabela 1. Klasy enzymow

Klase | Nazwe Charakterystyk

EC 1 | oksydoreduktaz katalizup odwracalne reakcje utleniania i redukcji
a Wwigc przemiany zwizane z przeniesieniem
protonow i elektrondw;

wazne  podklasy:  oksydazy, peroksydazy,
reduktazy,monooksygenazylioksygenazy

EC 2z | transferaz katalizup przenoszenie grup funkcyjnych Z
czgsteczki jednej substanciji (donor) nasieczk
drugiej substancji (akceptor);

wazne podklasy: @-transferazy (przenosze
grupy jednowglowe), acylotransferazy,
aminotransferazy,  fosfotransferazy  (kinazy),
glikozylotransferazy

EC & | hydrolaz katalizup rozpad substratu pod wptywem wody
na drodze hydrolizy;

wazne podklasy: esterazy, glikozydazy, peptydazy
lipazy, nukleazy

EC 4 | liazy katalizup odszczepienie od substratow ckoeej
grupy chemicznej (niehydrolitycznie) z
wytworzeniem  podwojnego  wZania  lub
odwrotnie, przyiczap grupy do wjzania
podwaojnego;

wazne podklasy: liazy C-Cliazy C-O, liazy C-N,
liazy C-S

ECE | izomeraz zmieniap wzajemne potgenie grup chemicznych
bez rozkiadu szkieletu zwi#ku; powoduy
wewntrzczsteczkovy izomeryzagi;

wazne podklasy: epimerazy, izomerazy cis trans
transferazy wewgtrzczsteczkowe

EC6 | ligazy(syntetazy | powodup taczenie dwoéch substratow kosztem
energii z ATP; uczestnigzw tworzeniu nowych
wigzan chemicznych;

wazne podklasy: syntetazy C-Gyntetazy C-O
syntetazy C-Nsyntetazy C-S

Fosfatazy katalizuj odszczepienie reszty fosforanowej od cukrow, kialeiszczy, nukleotydow

i wielu innych wyst¢pujacych w przyrodzie estrow kwasu fosforowego. BPgnschemat

przedstawia substraty i produkty tej reakciji:
0)

T fosfataza 9
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monoester fosforanowy



Wyrdznia sk fosfatazy dziatajce wsrodowisku alkalicznym (EC 3.1.3.1), w zakresie pA 911,0
oraz fosfatazy dziatage wsrodowisku kwanym, w zakresie pH 3,8 - 7,0. Te ostatrgetgpowe
dla komérek rélinnych, chocia nie brakuje ich tate w komorkach zwiekxych, gdzie wysipuja
przede wszystkim w lizosomach - niewielkich blonaWwy pecherzykach &dacych gtdwnym
miejscem trawienia wewitrzkomorkowego. Lizosomy zawiegajspecyficzny zestaw hydrolaz
(Rys. 1), aktywnych w srodowisku kwanym, uczestniccych w rozkiadzie organelli
komoérkowych i wszystkich rodzajéow makrasteczek dostarczanych do komorkizmgmi
drogami. Wiodcym enzymem jest tu kwnaa fosfataza uznawana za tz@nzym znacznikowy”
lizosoméw Kwasne srodowisko wrtrza lizosomu (pH~5) utrzymywane jest ¢kii dziataniu
btonowej H-ATPazy, pompujcej H z cytozolu do wetrza lizosomu.
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Rys. 1. Schemat lizosomu (wg Albertsa i wsp. 1999)

W obogtnym pH cytoplazmy (pH 7-7,3), hydrolityczne enzyidgosomalne wykazygj niska
aktywnai¢. Stanowi to przypuszczalnie mechanizm obronny grsamoistnym strawieniem
komorki, w przypadku gdyby enzymy dostaty sio cytoplazmy. W komorkach diin i grzybow
role lizosoméw peini wakuola komorkowa. Kewey odczyn wetrza wakuoli, istotny dla
aktywnaci wystkpujacych tam enzymow hydrolitycznych, utrzymywany jeticki dziataniu
dwdch pomp protonowych (HATPazy i H-PPazy) zlokalizowanych w btonie otacaaj
wakuok, tzw. tonoplacie.

Poza naturalnymi substratami, hydrolazy monoestfasioranowych rozszczepipiakze estry
fosforanowe fenoli, ng-nitrofenylofosforan.

(IDH
OZNOO—E—OH + H,0 fosfataza OH + H;PO,
0

p-nitrofenylofosforan p-nitrofenol
Odczynniki i sprat:
. 50 g Ziemniakéw
. Tarka do ziemniakoéw
. Probowki szklane
. Statywy do probowek
. Pipety automatyczne
. Laznia wodna
. Spektrofotometr UV-VIS
. 15 mL 0,005 M roztworu soli dwusodowej kwasuafgnylofosforanowego (M=371,14 g/mol)
(przygotowaé¢ bezpdrednio przed uzyciem)
9. 5mL 0,1 M Buforu cytrynianowego o pH 5,2
10. 15 mL 1 N roztworu NaOH
11. 10 mL 0,005 M Roztworp-nitrofenolu w wodzie (M=139 g/mol)

O~NO O, WN P



Wykonanie déwiadczenia:

A. |1 zolacja ekstraktu enzymatycznego

Okoto 50 g obranego i umytego ziemniaka zétmaa tarce i przeszy¢ przez gaz. Zmierzy
objetos¢ wyciagu z ziemniaka () i odstaw& do lodowki.

B. Oznaczanie aktywnosci enzymatycznej

Do picciu ponumerowanych probowek laboratoryjnych odmpet roztwory wedtug
nastpujacego schematu:

nr homogenat z Bufor
probéwki ziemniaka woda destylowang  cytrynianowy
[mL] (m] [mL]
1. kontrola 0 2,0 1,0
2. 0,5 15 1,0
3. 1,0 1,0 1,0
4. 15 0,5 1,0
5. 2,0 0 1,0

Probowki, po doktadnym wymieszaniu dodanych rozémgr wstawé¢ do tazni wodnej o
temperaturze 37°C na 15 minut. N@stie do kade] probowki odpipetowa szybko po 2 m
0,005 M roztworu nitrofenylofosforanu sodu o tengterze 37°C i podda inkubacji w
temperaturze 37°C przez okres podany przez prawadnp ¢wiczenia (od 20-40 minut).
Doktadnie po tym czasie do #d@ej prébowki doda po 1 m 1 N roztworu NaOH i cake
wymiesz&. Nastpnie dla kadej probowki wykona& 8-krotne rozcigaczenie w wodzie i
przeprowadzi pomiar absorbancji przy diugo faliX = 410 nm wobec wody destylowane.

Rownolegle przygotowaw probowkach roztwory o nagtujacym skladzie:

1. 1 m. roztworup-nitrofenolu +1 m 1IN NaOH + 3 mwody destylowanej

2. 0,75 m roztworup-nitrofenolu +1 m 1IN NaOH + 3,25 mwody destylowanej
3. 0,65 m roztworup-nitrofenolu +1 m 1IN NaOH + 3,35 mwody destylowanej
1. 0,5 m roztworup-nitrofenolu +1 m 1IN NaOH + 3,5 mwody destylowanej
2. 0,4 m roztworup-nitrofenolu +1 m 1IN NaOH + 3,6 mwody destylowanej
3. 0,25 m roztworup-nitrofenolu +1 m 1IN NaOH + 3,75 mwody destylowanej
4. 0,1 m roztworup-nitrofenolu +1 m 1IN NaOH + 3,9 mwody destylowanej
5. 0,05 m roztworup-nitrofenolu +1 m 1IN NaOH + 3,95 mwody destylowanej
6. 0,025 m roztworup-nitrofenolu +1 m 1IN NaOH + 3,975 mwody destylowanej

Dla kazdej probdéwki wykona& 8-krotne rozcigczenie w wodzie i zmierzy wartgci
absorbancji ( prz§ = 410 nm ) roztwordw i spagdzi¢ krzywa wzorcows dla p-nitrofenolu.

Sporadzi¢ wykres odkladajc na osi rzdnych pmole zhydrolizowanego substratu/min., a na
osi odcetych ilos¢ dodanego homogenatu w mL.

Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczyiczbe jednostek enzymatycznych (U) kémej
fosfatazy zawartych w 1 g ziemniaka. Jednostka reapyczna U to ilé&¢ enzymu katalizujca
przemiag 1 umola substratu w czasie 1 minuty. Otrzymany wynikig rowniez w jednostce
katal.



