Uloha 11 - Fenoloxidasa — studium vlastnosti enzymu
Princip ulohy

jména:

obor: datum provedeni:

prilohy protokolu: graf: extrapolace rychlosti fenoloxidasové reakce k nulovému ¢asu, graf: vliv
kyanidu sodného a azidu sodného na rychlost vzniku TBQ fenoloxidasovou reakci (zavislost
absorbance reakéni smési na Case), graf: vliv pfirozen€ se vyskytujicich derivati fenolu na rychlost
vzniku TBQ fenoloxidasovou reakci (zavislost absorbance reakéni smési na Case)

OKRUHY K PRIPRAVE

Fenoloxidasova reakce, principy méteni fenoloxidasové aktivity. Rychlost enzymové reakce,
pocatecni rychlost enzymové reakce, aktivita enzymu, jednotky enzymové aktivity, specificka aktivita
enzymu, jednotky specifické aktivity. Inhibice enzymové reakce. Struktura derivat fenolu. Chemické

vypocty.

Navod v plném znéni plati pro obory molekularni biologie, chemie, biochemie
(pétihodinova a sedmihodinova cviéeni).

Biologické obory kromé molekularni biologie (tfihodinova cvi€eni): ¢asti A, B, C.
Ucitelské kombinace (€tyrhodinova cvic¢eni): ¢asti A, B, D, E.

PRINCIP ULOHY

A. Priprava enzymového preparatu

Fenoloxidasa (1,2-benzendiol : O, — oxidoreduktasa), nazyvana téz polyfenoloxidasa, fenolasa,
monofenoloxidasa, difenoloxidasa nebo tyrosinasa, katalyzuje v ptitomnosti molekularniho kysliku
hydroxylaci riznych monofenolil na o-difenoly (tzv. kresolasova aktivita) a naslednou oxidaci o-
difenoli na odpovidajici o-chinony (tzv. katecholasova aktivita). Fenoloxidasa se vyskytuje ve vétSing
druhti ovoce a zeleniny, velké mnozstvi tohoto enzymu obsahuji také brambory.

Fenoloxidasa rovnéz katalyzuje pfeménu aminokyseliny tyrosinu (4-hydroxyfenylalanin) na 3,4-dihydroxy-
fenylalanin (DOPA), ktery dale oxiduje molekularnim kyslikem na dopachinon. Dopachinon se v nékolika
krocich spontann¢ pfeménuje na indolchinon, ktery polymeruje za vzniku tmaveé zbarveného melaninu, coz se
projevuje tmavnutim rizného ovoce a zeleniny po jejich roziiznuti nebo jiném naruseni jejich povrchu na
vzduchu. DOPA muze byt (v zivo¢i$nych bunkach) také dekarboxylovan za vzniku dopaminu, ktery je
prekurzorem biosyntézy adrenalinu a noradrenalinu.

Fenoloxidasa byva z biologického materialu izolovana v inaktivni formé (jako tzv. proenzym);
aktivaci lze provést pomoci detergentli nebo trypsinu, ktery hydrolyticky odstépi ¢ast enzymové
molekuly a tim zptistupni jeji aktivni centrum.

B. Stanoveni aktivity fenoloxidasy

Aktivitu fenoloxidasy lze stanovit fotometricky, nebot’ produkty fenoloxidasové reakce jsou barevné
slouceniny. Reak¢ni produkty vzniklé fenoloxidasovou reakei s pfirozenymi substraty vSak casto
polymeruji, pfi¢emz se v zavislosti na stupni polymerace v ¢ase méni vinova délka jejich absorpéniho
maxima a hodnota absorpcniho koeficientu. Aktivitu fenoloxidasy je tedy mozné kvantitativné
fotometricky stanovit pouze s umélymi chromogennimi substraty.

Jako umélé chromogenni substraty fenoloxidasy jsou nejcastéji pouzivany 4-methylkatechol nebo
terciarni butylkatechol (TBC), které jsou fenoloxidasou oxidovany za vzniku 4-methyl-chinonu resp.
terciarniho butylchinonu (TBQ). Tyto chinony nepolymeruji, absorbuji viditelné zafeni s maximem
v okoli vinové délky 400 nm a jejich mnozstvi vzniklé fenoloxidasovou reakei 1ze fotometricky
stanovit (o = 10* L.mol!.cm™).
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C. Substratova specifita fenoloxidasy

V této Casti ulohy bude studovédna substratova specifita fenoloxidasy. Budou pouzity derivaty fenolu
a naftolu hydroxylované v riznych polohach a jednoduchym vizualnim sledovanim tmavnuti roztokti
bude urceno, které derivaty jsou substraty fenoloxidasy, poptipad¢ jak rychle s nimi reakce probiha.

D. Dukaz pritomnosti kovu v aktivnim centru fenoloxidasy

Mnohé enzymy kyslikového metabolismu obsahuji v aktivnim centru atom kovu, nejcastéji zeleza
nebo médi. Tyto enzymy jsou velmi siln€ inhibovany kyanidem, azidem, oxidem uhelnatym a dalSimi
latkami, které se vazou na centralni atom kovu a ptisobi jako nekompetitivni inhibitory enzymu.
Cilem této casti tlohy bude zjistit, zda fenoloxidasa obsahuje v aktivnim centru atom kovu.

E. Inhibice fenoloxidasy analogy substratt

Latky strukturné podobné pfirozenému nebo umelému substratu mohou byt bud’to alternativnimi
substraty enzymu anebo pisobit jako kompetitivni inhibitory enzymu, pokud je enzym nedokaze
preménit na produkt. V tom ptipad¢€ ziistavaji navazany v jeho aktivnim centru a blokuji jej -
znemoznuji vazbu molekulam substratu. V této ¢asti tlohy bude zjistovano, zda-li piirozené se
vyskytujici analogy substratl fenoloxidasy kyselina skoticova, kyselina benzoova a fenylalanin ptisobi
jako jeji inhibitory.
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Prakticka cast A: Priprava enzymového prepardtu

PRAKTICKA CAST A. Piiprava enzymového preparatu

Material a vybaveni:

brambor

0,2 mol.I"! fosfatovy pufr pH 7,5

vychlazeny 10 mmol.I"!' fosfatovy pufr pH 7,5

roztok trypsinu (100 x ziedény preparat pouzivany v uloze €. 8)

nuz, struhadlo, misa, gaza, kadinka, ledova lazen, filtracni papir, nalevka, odmérna zkumavka, velka zkumavka
s uzavérem, pipeta, davkovac, termostat, odmeérny valec, predvazky

Postup:

Oloupany brambor zvazte s ptesnosti na 0,1 g, nastrouhejte a $tavu vymackejte pies hustou gazu do
kadinky. Rychle odfiltrujte 10 ml §tavy do odmérné zkumavky umisténé v ledové lazni (pii
laboratorni teploté fenoloxidasa oxiduje stopy tyrosinu pfitomného v rostlinném materialu, coz se
projevuje tmavnutim preparatu). K filtratu pfidejte 0,5 ml 0,2 mol.l"! fosfatového pufru pH 7,5
(neutréalni pH udrzuje fenoloxidasu v latentnim stavu) a 50 pl roztoku trypsinu. Filtrat inkubujte 15
minut pii teploté 30 °C (ve vodnim terostatu). 1 ml filtratu zied’te 10 x (tj. v poméru 1 : 9)

10 mmol.I"! vychlazenym fosfatovym pufrem, zbytek filtratu ponechejte nefedény. Oba preparaty
ulozte do ledové lazné.

Vyhodnoceni:
Do protokolu uved'te:

- hmotnost brambor (g):
- celkovy objem vymackané bramborové §tavy (filtrat + zbytek) (ml):
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Prakticka cast C: Substratova specifita fenoloxidasy

PRAKTICKA CAST B. Stanoveni aktivity fenoloxidasy

Material a vybaveni:

filtrat bramborové $tavy pripraveny v tloze 11a (fedény i nefedény)

50 mmol.I"! octanovy pufr pH 5,0

90 mmol.I'' TBC (&erstvé pfipraveny roztok)

zkumavky, pipety, davkovace, fotometr, temperovand nadobka, vzduchovaci motorek

Postup:

Piiprava pracovniho pufru: Smichejte 10 ml 90 mmol.l"! roztoku TBC, 15 ml octanového pufru a 4
ml vody, smés (oznacte jako smés B) nalijte do temperované nadobky a nejméné po dobu 10 minut ji
provzdusiujte pomoci vzduchovaciho motorku.

Pri vSech experimentech pouZivejte diikladné provzdusnénou vytemperovanou pracovni smeés!
SniZena koncentrace Kysliku v reakéni smési je limitujicim faktorem reakéni rychlosti.

Stanoveni pocatecni rychlosti enzymovd reakce: Do spektrofotometrické kyvety pipetujte 950 pl
provzdusnéné pracovni smési. Kyvetu vlozte do fotometru a hodnotu absorbance pii vinové délce 400
nm sefid’te na nulu. Fenoloxidasovou reakci startujte ptidavkem 50 pl ziedéného filtratu bramborové
stavy - dikladné promichejte. Spust'te stopky a v intervalech 10 sekund odecitejte hodnoty absorbance
vzorku pii vinové délce 400 nm po dobu 2 minut. PfirGistek absorbance by mél €init pfiblizn€ 0,2 za
minutu — je-li vy$$i nebo nizsi, zménte vhodnym zptsobem fedéni filtratu. Méfeni nejméné dvakrat (v
pripadé Spatné reprodukovatelnosti vysledkt i vicekrat) opakujte. Do kontrolniho listu zapiste, jaky
objem filtratu jste pouzili k méreni a jaké bylo Fedéni pouZitého filtratu.

Proved’te korekci méfeni na ptidavek enzymového preparatu do reakéni smési: Zmeéite absorbanci
vzorku obsahujiciho 950 ul octanového pufru a 50 ul pouzitého enzymového preparatu proti
octanovému pufru pii vinové délce 400 nm.

doba reakce t [S] Ao Asoo Asoo
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
110
120
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Prakticka cast C: Substratova specifita fenoloxidasy

Vyhodnoceni:
Do protokolu uved'te tabulky doplnéné experimentalnimi (A4g0) a vypoctenymi tdaji (A4oo korigovans = @

A400 - A400 korekéniho VZOI‘ku).

Vypoctéte reakeéni rychlosti v jednotlivych ¢asovych intervalech a extrapolaci k nulovému ¢asu (viz
uloha 8) zjistéte pocatecni rychlost fenoloxidasové reakce jako rychlost ptirtstku produktu:

(etBo = 10* L. mol.cm™)

- A4o0 korekéniho vzorku:
- objem reakéni smési [ml]:

doba reakce | @ Ao A400 korigovans | ¢(TBQ) n(TBQ) dn(TBQ) A%
t[s] [mmol/1] [nmol] [nmol] [nkat]
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
110
120

Zjistéte pocatecni rychlost enzymové reakce vy (extrapolaci — jako rychlost ptirtstku produktu)
[nkat]:

- objem fedéného filtratu v reakéni smési [ml]:
- objem nefedéného filtratu v reakéni smési [ml]:

- specificka aktivita fenoloxidasy ve filtratu [nkat na 1 ml nefedéného filtratu]:
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Prakticka cast C: Substratova specifita fenoloxidasy

PRAKTICKA CAST C. Substratova specifita fenoloxidasy

Material a vybaveni:

nefedény filtrat bramborové $tavy pripraveny v tloze 11a

50 mmol.l"! octanovy pufr pH 5,0

10 mmol.I'' roztoky derivati fenolu (fenol, pyrokatechol, resorcinol, hydrochinon, 1-naftol,
2-naftol)

zkumavky, pipety, odmérny vdlecek nebo Pasteurova pipeta, termostat

Postup:
Do 6 zkumavek pipetujte 1,5 ml octanového pufru a dale pridejte podle rozpisu:
zkumavka 1 ml substratu zbarveni pfed | zbarveni zbarveni
¢. pridanim po 15 min po 60 min
enzymového
preparatu
1 fenol (hydroxybenzen)
2 pyrokatechol | (1,2-dihydroxybenzen)
3 resorcinol (1,3-dihydroxybenzen)
4 hydrochinon | (1,4-dihydroxybenzen)
5 1-naftol (1-hydroxynaftalen)
6 2-naftol (2-hydroxynaftalen)

Roztoky fenolu a jeho derivata nepipetujte - davkujte pomoci odmérného
vale¢ku nebo Pasteurovy pipety!

Fenoloxidasovou reakci startujte pridavkem 0,5 ml neFedéného filtratu - dikladne promichejte.
Zkumavky umistéte do termostatu temperovaného na 30 °C, reakéni smés obcas promichejte (piisun
kysliku do reakéni smési) a pozorujte vznik zbarveni ve zkumavkach, srovnejte po cca 15 a 60
minutach reakce.

Vyhodnoceni:
Do protokolu uved’te tabulku doplnénou experimentalnimi vysledky (zbarveni reakénich smési).
Popiste substratovou specifitu fenoloxidasy:

- fenoloxidasa oxiduje:
- fenoloxidasa neoxiduje:

- substratova specifita fenoloxidasy:
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Prakticka cast D: Diikaz pritomnosti kovu v aktivnim centru

PRAKTICKA CAST D. Dukaz pfitomnosti kovu v aktivnim centru
fenoloxidasy

Material a vybaveni:

filtrat bramborové §tavy pfipraveny v uloze 11a

50 mmol.I"! octanovy pufr pH 5,0

90 mmol.I"'" TBC (&erstvy roztok)

0,1 mol.I" kyanid sodny (&erstvy roztok)

0,1 mol.I'" azid sodny

zkumavky, pipety, davkovace, fotometr, temperovand nadobka, vzduchovaci motorek

Postup:

Piiprava pracovniho pufru: Smichejte 10 ml 90 mmol.l" roztoku TBC, 15 ml octanového pufru a 1
ml vody, smés (oznacte jako smés D) nalijte do temperované nadobky (30 °C) a nejméné po dobu 10
minut ji provzdusiiujte pomoci vzduchovaciho motorku.

Pri vSech experimentech pouZivejte diikladné provzdusnénou vytemperovanou pracovni smes!
SniZena koncentrace Kysliku v reakéni smési je limitujicim faktorem reakéni rychlosti.

Fotometrické stanoveni aktivity fenoloxidasy: Do spektrofotometrické kyvety pipetujte 2,6 ml
provzdusnéné pracovni smesi a dale dle rozpisu:

zk. 0,3 ml A0
¢.
t [s] 20 40 60 80 100 | 120 | 140 | 160 | 180 | 200 | 220 | 240
1 |voda
2 |voda
3 |voda
4 |kyanidsodny | | | | | | | [ | | [ | |
5 | kyanid sodny
6 | kyanid sodny
7 | azid sodny
8 |azid sodny
9 |azid sodny

Kyanid sodny a azid sodny jsou latky silné toxické! Roztoky €inidel pipetujte se
zvysSenou opatrnosti, pouzijte bezpecnostni nastavec na pipety!

Kyvetu vlozte do fotometru a hodnotu absorbance pii vinové délce 400 nm setid’te na nulu.
Fenoloxidasovou reakci startujte pridavkem 0,1 ml ztedéného filtratu bramborové §t'avy (fedéni viz
uloha 11b) - dikladn€ promichejte. Spust'te stopky a v intervalech 20 sekund odecitejte hodnoty
absorbance vzorku pii vinové délce 400 nm po dobu 4 minut. Kazdé méteni proved'te jedenkrat (bilé
radky), po konzultaci s vedoucim cvi¢eni pfipadné budete méfeni opakovat.
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Prakticka cast D: Dikaz pritomnosti kovu v aktivnim centru

Vyhodnoceni:

Do protokolu uved’te tabulku doplnénou experimentalnimi tdaji (A400) a do grafu vyneste zavislosti
Aqpona dobé reakce pro jednotlivé reakéni smési (kontrolni vzorek a dal$i vzorky obsahujici riizna
¢inidla) — vyberte vZdy jedno ze tii paralelnich méteni. Dale uved'te:

latka inhibice ptedpokladany typ
fenoloxidasy* inhibice**

kyanid sodny

azid sodny

)+ o latka inhibuje fenoloxidasu

C latka neinhibuje fenoloxidasu
**) kompetitivni nebo nekompetitivni

Fenoloxidasa obsahuje - neobsahuje atom kovu:

PRAKTICKA CAST E. Inhibice fenoloxidasy analogy substratti

Material a vybaveni:

filtrat bramborové §tavy pripraveny v uloze 11a

50 mmol.I"! octanovy pufr pH 5,0

15 mmol.I"! TBC (&erstvy roztok)

7,5 mmol.I"" kyselina benzoova (pH upraveno na hodnotu 5)

7,5 mmol.I"" kyselina skoficova (pH upraveno na hodnotu 5)

7,5 mmol.I"" fenylalanin

zkumavky, pipety, davkovace, fotomet, temperovand nadobka, vzduchovaci motorek

Postup:

Piiprava pracovniho pufru: Smichejte 5 ml 15 mmol.I" roztoku TBC, 18 ml octanového pufru a
7,2 ml vody, smés (oznacte jako smés E) nalijte do temperované nadobky (30 °C) a nejméné po dobu
10 minut ji provzdusiujte pomoci vzduchovaciho motorku.

P¥i vSech experimentech pouZivejte diikladné provzdusnénou vytemperovanou pracovni smés!
SniZena koncentrace Kysliku v reak¢ni smési je limitujicim faktorem reakéni rychlosti.
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Prakticka cast E: Inhibice fenoloxidasy analogy substratii

Fotometrické stanoveni aktivity fenoloxidasy: Do spektrofotometrické kyvety pipetujte 2,5 ml
provzdusnéné pracovni smési a dale dle rozpisu:

< N
e

0,4 ml A4oo

t[s] 20 40 60 80 100 | 120 | 140 | 160 | 180 | 200 | 220

240

voda

voda

voda

kys.skoficova

kys.skoficova

kys.skoficova

kys.benzoova

R0NQ (N[N |B (W~

kys.benzoova

O

kys.benzoova

—_
(=)

fenylalanin

—_—
—_—

fenylalanin

[
[\S)

fenylalanin

Kyvetu vlozte do fotometru a hodnotu absorbance pfi vlnové délce 400 nm sefid’te na nulu.
Fenoloxidasovou reakci startujte piidavkem 0,1 ml ztedéného filtratu bramborové §t'avy (fedéni viz
uloha 11b) - dikladné promichejte. Spust'te stopky a v intervalech 20 sekund odecitejte hodnoty
absorbance vzorku pii vinové délce 400 nm po dobu 4 minut. Kazdé méfeni proved’te jedenkrat (bilé
tadky), po konzultaci s vedoucim cviceni ptipadné budete méfeni opakovat.

Vyhodnoceni:
Do protokolu uved’te tabulku doplnénou experimentalnimi tidaji (A400) a do grafu vyneste zavislosti
Aqo0 na dobé reakce pro jednotlivé reak¢éni smési (kontrolni vzorek a dalsi vzorky obsahujici rizné

ptirozené se vyskytujici derivaty fenolu) — vyberte vzdy jedno ze tfi paralelnich méteni. Dale uvedte:

latka inhibice predpokladany typ
fenoloxidasy* inhibice**

kys. skoficova

kys. benzoova

fenylalanin

..... latka inhibuje fenoloxidasu
C latka neinhibuje fenoloxidasu
**) kompetitivni nebo nekompetitivni
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Prakticka cast E: Inhibice fenoloxidasy analogy substratii

Srovnejte strukturu tyrosinu (pfirozeny substrat fenoloxidasy), kyseliny benzoové, kyseliny skoficové
a fenylalaninu. Vysvétlete, pro€ jsou n€které z derivati fenolu inhibitory fenoloxidasy a jiné nikoliv:

10
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Kontrolni list

KONTROLNI LIST

jméno:

obor: datum provedeni:

ULOHA 11B

doba reakce t [S] Asoo Ao Aasoo
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
110
120

- A4oo korekéniho vzorku:

preparat pouZzity k fotometrickému stanoveni aktivity fenoloxidasy:
a) uved'te fedéni filtratu (kolikrat ztedény filtrat jste pridavali do kyvety):
b) uved’te, kolik ztedéného filtratu jste pridavali do kyvety — objem:

Podpis vedouciho cviceni:

ULOHA 11C
zkumavka 1 ml substratu zbarveni pfed | zbarveni zbarveni
¢. pridanim po 15 min po 60 min
enzymového
preparatu
1 fenol (hydroxybenzen)
2 pyrokatechol | (1,2-dihydroxybenzen)
3 resorcinol (1,3-dihydroxybenzen)
4 hydrochinon | (1,4-dihydroxybenzen)
5 1 -naftol (1-hydroxynaftalen)
6 2-naftol (2-hydroxynaftalen)

Podpis vedouciho cviceni:

11
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ULOHA 11D

Kontrolni list

zk. 0,3 ml

(€8

Ao

t[s] 20 | 40 | 60 | 80 [ 100

120

140

160

180

200 | 220

240

voda

voda

voda

kyanid sodny

kyanid sodny

kyanid sodny

azid sodny

azid sodny

O |0 QNN | |W(N|—

azid sodny

Podpis vedouciho cviceni:

ULOHA 11E

zk. 0,4 ml

[e]3

Ao

t [s] 20 40 60 80 100

120

140

160

180

200 | 220

240

voda

voda

voda

kys.skoficova

kys.skoficova

kys.skoticova

kys.benzoova

R [QA[N[ N | |W|IN|—

kys.benzoova

O

kys.benzoova

10 | fenylalanin

11 |fenylalanin

12 | fenylalanin

Podpis vedouciho cviceni:
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