7. Oznaczanie zawartosci kwasnej fosfatazy w homogenacie z ziemniaka

Fosfataza kwasna (EC 3.1.3.2) stanowi ,,enzym znacznikowy” lizosoméw, glownego miejsca
trawienia wewnatrzkomorkowego. Fosfatazy to grupa enzymow nalezacych do klasy hydrolaz (klasa
3 — obejmuje enzymy katalizujgce hydrolityczny rozpad wigzan chemicznych, tabela 1), podklasy
enzymow hydrolizujacych wigzania estrowe (esterazy), podpodklasy hydrolaz monoestrow
fosforanowych.

Tabela 1. Klasy enzymow (wg Koolmana i R6hma 2005).
klasa wazne podklasy

1. oksyreduktazy | dehydrogenazy
oksydazy, peroksydazy
reduktazy
monooksygenazy
dioksygenazy

2. transferazy Ca-transferazy
glikozylotransferazy
aminotransferazy
fosfotransferazy

3. hydrolazy esterazy

glikozydazy

peptydazy

amidazy

4, liazy liazy C-C

liazy C-O

liazy C-N

liazy C-S

5. izomerazy epimerazy

izomerazy cis-trans
transferazy
wewnatrzczasteczkowe
6. ligazy syntetazy C-C
syntetazy C-O
syntetazy C-N
syntetazy C-S

Enzymy te katalizuja odszczepienie reszty fosforanowej od cukrow, biatek, ttuszczy, nukleotydow i
wielu innych wystepujacych w przyrodzie estrow kwasu fosforowego wedtug ponizszej reakcji:

R-0-PO,H" + H,0 @2, g OH + H,PO,

Poza naturalnymi substratami, hydrolazy monoestrow fosforanowych rozszczepiaja takze estry
fosforanowe fenoli, np. p-nitrofenylofosforan.

Fosfatazy dziataja w pH alkalicznym, z optymalnym pH w zakresie 9,0 — 11,0, a takze w pH
kwasnym i obojetnym, w zakresie 4,5 — 7,0. Te ostatnie sa typowe dla komoérek roslinnych, chociaz
nie brakuje ich takze w komoérkach zwierzecych, gdzie wystepuja przede wszystkim w lizosomach,
niewielkich ~ blonowych  pecherzykach  bedacych  glownym  miejscem  trawienia
wewnatrzkomorkowego. Lizosomy zawieraja specyficzny zestaw hydrolaz, optymalnie aktywnych
w §rodowisku kwasnym, uczestniczacych w rozktadzie organelli komodrkowych i1 wszystkich
rodzajow makroczasteczek dostarczanych do komorki réznymi drogami. Wiodacym enzymem jest tu
kwasna fosfataza uznawana za tzw. ,,enzym znacznikowy” lizosoméw. Kwasne srodowisko swiatta
lizosomu (pH ~ 5) utrzymywane jest dzieki dziataniu blonowej H'-ATPazy, pompujacej H* z
cytozolu do wngetrza lizosomu (Rys. 1).
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Rys. 1. Schemat lizosomu (wg Albertsa i wsp. 1999)

W obojetnym pH cytoplazmy (pH 7 — 7,3), hydrolityczne enzymy lizosomalne wykazujg niska
aktywnos¢. Stanowi to przypuszczalnie mechanizm obronny przed samoistnym strawieniem
komorki, w przypadku, gdyby enzymy dostaly si¢ do cytoplazmy. W komorkach roslin i grzybow
role lizosoméw pelni wakuola komérkowa. Kwasny odczyn wnetrza wakuoli, istotny dla aktywnosci
wystepujacych tam enzymow hydrolitycznych, utrzymywany jest dzieki dziataniu dwoch pomp
protonowych (H*-ATPazy i H*-PPazy) zlokalizowanych w blonie otaczajacej wakuole, tzw.
tonoplascie.

Odczynniki 1 sprzet:

1. 50 g Ziemniakow

. Probowki szklane

. Pipety o pojemnos$ci 1 mL i 5 mL

. Statywy do proboéwek

. Laznia wodna

. Spektrofotometr UV-VIS

. Tarka do ziemniakow

. Kolba stozkowa 500 mL

. Lejek Biichnera, saczki

.10 mL 0,005 M Roztworu soli dwusodowej kwasu nitrofenylofosforanowego (przygotowaé
bezposrednio przed uzyciem)

10. 5 mr 0,1 M Buforu cytrynianowego o pH 5,3

11. 15 mL 1 N roztworu NaOH

12. 10 mL 0,005 M Roztwor p-nitrofenolu w wodzie

OO0 WN —

Wykonanie doswiadczenia:

A. lzolacja ekstraktu enzymatycznego
Okoto 50 g obranego i umytego ziemniaka zetrze¢ na tarce i przesaczy¢ przez saczek. Zmierzy¢
objetos¢ wyciggu z ziemniaka (ml) i odstawi¢ do lodowki lub do tazni lodowe;j.



B. Oznaczanie aktywnosci enzymatycznej
Do pigciu ponumerowanych probowek laboratoryjnych odpipetowac roztwory wedtug nastepujacego
schematu:

nr homogenat z bufor

probowki ziemniaka woda destylowana cytrynianowy
[mL] [mL] [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

Proboéwki, po dokladnym wymieszaniu dodanych roztworéw, wstawi¢ do tazni wodnej o
temperaturze 37°C na 10 minut. Nastepnie do kazdej proboéwki odpipetowac szybko po 2 mL 0,005
M roztworu nitrofenylofosforanu sodu o temperaturze 37°C i podda¢ inkubacji w temperaturze 37°C
przez okres podany przez prowadzacego ¢wiczenia (od 10-45 minut). Doktadnie po tym czasie do
kazdej probowki doda¢ po 1 mL 1 N roztworu NaOH i catos¢ wymiesza¢. Nastepnie dla kazdej
probéwki wykonaé 8-krotne rozcienczenie w wodzie 1 przeprowadzi¢é pomiar absorbancji przy
dhugosci fali A = 430 nm wobec wody destylowane;.

Roéwnolegle przygotowaé w probéwkach roztwory o nastepujacym sktadzie:

1. 1 mL roztworu p-nitrofenolu + 1 mL 1IN NaOH + 3 mL wody destylowanej

2. 0,75 mL roztworu p-nitrofenolu + 1 mL 1IN NaOH + 3,25 mL wody destylowanej
3. 0,65 mL roztworu p-nitrofenolu + 1 mL 1IN NaOH + 3,35 mL wody destylowanej
1. 0,5 mL roztworu p-nitrofenolu + 1 mL 1IN NaOH + 3,5 mL wody destylowanej
2. 0,4 mL roztworu p-nitrofenolu + 1 mL 1IN NaOH + 3,6 mL wody destylowanej
3. 0,25 mL roztworu p-nitrofenolu + 1 mL 1IN NaOH + 3,75 mL wody destylowanej
4. 0,1 mL roztworu p-nitrofenolu + 1 mL 1IN NaOH + 3,9 mL wody destylowanej
5. 0,05 mL roztworu p-nitrofenolu + 1 mL 1IN NaOH + 3,95 mL wody destylowanej
6. 0,025 mL roztworu p-nitrofenolu + 1 mL 1IN NaOH + 3,975 mL wody destylowanej

Nastepnie dla kazdej proboéwki wykonaé 8-krotne rozcienczenie w wodzie 1 zmierzy¢ wartosci
absorbancji ( przy A =430 nm ) roztworow i sporzadzi¢ krzywa wzorcows dla p-nitrofenolu.
Sporzadzi¢ wykres odkladajac na osi rzednych pmole zhydrolizowanego substratu/min., a na osi
odcietych ilos¢ dodanego homogenatu w mL.

Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczy¢ liczbg jednostek enzymatycznych (U) kwasnej
fosfatazy zawartych w 1 g ziemniaka.





