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Chemia biologiczna — laboratorium

INSTRUKCJA DO CWICZEN LABORATORYJNYCH

»lzolacja enzymu”

Tyrozynaza (EC 1.14.18.1) jest enzymem szeroko rozpowszechnionym w organizmach
zywych. Obecnos¢ tego enzymu stwierdza si¢ zarowno w mikroorganizmach, jak i
komorkach roslinnych. W organizmach ssakow najwickszag aktywnos¢ tyrozynazy wykrywa
sie w melanocytach, gdzie jest ona kluczowym enzymem szlaku syntezy melaniny.

Celem ¢wiczenia jest uzyskanie enzymu tyrozynazy z trzech naturalnych zrodet: pieczarki,
banana i ziemniaka.

Odczynniki i sprzet:

1. 100 g swiezych pieczarek/bananow/ziemniakow
2. Lejek oraz bibuta filtracyjna

3. Mikser

4. Wiréwka

5. Zlewki

6. Probowki typu eppendorf na 1.5 ml i typu Falcon na 15 ml
7

8

9

1

. Nasycony (NH4),SO4 (4.1 M w 25° C)
. 0.1 M buforu cytrynianowego o pH 4.8
.0.1 M NaF

0. Lod

Wykonanie doswiadczenia:

A. Otrzymywanie enzymu 7 preparatow roslinnych
Banany i ziemniaki obra¢, z kapeluszy pieczarek zdja¢ skorke. Pokroi¢ okoto 100 g
pieczarek/banana/ziemniaka na drobne kawalki. Pokrojone pieczarki/banany/ziemniaki

umiesci¢ w mikserze i doktadnie rozdrobnid.

*UWAGA! dalsze czynnosci naleiy wykonywaé w rekawiczkach ze wzgledu na toksyczny
NaF

Wszystkie nastepne czynnosci wykonywac w temperaturze 2—4°C (w tazni lodowej).
Odwazy¢ 10 g rozdrobnionej probki. Przenie$¢ do szklanej zlewki 1 zala¢ 10 ml 0.1 M NaF.
Doktadnie wymieszac.

OBSERWACJA: Co sig¢ stato w zlewce po dodaniu NaF?

Uzyskany homogenat przesaczyc¢ przez bibule filtracyjnag umieszczona w lejku.
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Pobra¢ z przesaczu 100 pl do czystej probowki eppendorf i podpisa¢ (nr grupy, roslina, data,
NR 1).

Pozostaty na bibule osad wyrzuci¢. Zmierzy¢ (oszacowac) objetos¢ przesgczu i dodac
delikatnie po zlewce taka sama obj¢to$¢ nasyconego (NHy)2SO4.

OBSERWACIJA: Co sige stato w zlewce po dodaniu (NHy4),SO4?

Otrzymany w ten sposob roztwoér przenies¢ do 12 proboéwek typu eppendorf. Wszystkie
probéwki wlozy¢ do wirowki i wirowaé przez 5 minut z predkoscia 1,500 x g.

Pobra¢ z nadsaczu 100 pl do czystej proboéwki eppendorf i podpisaé (nr grupy, roslina, data,
NR 2).

Po usunigciu supernatantu, pozostate w probowkach osady rozpusci¢ dodajac po 500 pl 0,1 M
buforu cytrynianowego pH 4.8, nast¢pnie zebra¢ do jednej proboéwki typu Falcon na 15 ml i
doda¢ uzgodniong z prowadzacym zajecia objetos¢ 0,1 M buforu cytrynianowego pH 4.8,
maksymalnie do 10 ml. Doktadnie wymieszaé, tak by wszystkie grudki osadu si¢ rozpuscity.
Wytrzasaé na wytrzgsarce przez okoto 20 sekund, co jaki$ czas chlodzac probke w tazni
lodowej.

Ponownie przenies¢ roztwdér do nowych proboéwek typu eppendorf po 2.0 ml (lub
odpowiednio mniejszej liczby) i wirowa¢ przez 5 minut z predkoscig 300 x g. Otrzymany
supernatant jest roztworem zawierajagcym badany enzym!!!

Pobra¢ 100 pl roztworu z enzymem do czystej probowki eppendorf i podpisaé (nr grupy,
ro$lina, data, NR 3)

OBSERWACJA: Jakiego koloru jest otrzymany preparat, czy jest przezroczysty?

Delikatnie zebraé¢ supernatant do nowej préobowki na 15 ml w celu oznaczenia
aktywnosci tyrozynazy i podpisa¢ (imi¢ i nazwisko, data, nazwa rosliny, z ktorej
otrzymano enzym). Prébke przechowywa¢ w stanie zamrozonym do czasu wykonania
dalszych eksperymentow.

B. Oznaczenie stezenia biatka metodg pomiaru absorbancji w nadfiolecie
Wigkszos¢ bialek dzieki obecnos$ci tyrozyny i tryptofanu wykazuje maksimum absorpcji w
A=280 nm. Zwigzkami mogacymi wptywac na wielko§¢ absorbancji w A=280 nm sg kwasy
nukleinowe. Maksimum absorpcji dla kwaséw nukleinowych wystepuje przy A=260 nm. Ze
wzgledu na wptyw wszystkich sktadnikow roztworu otrzymanego biatka ponizsza metoda
pozwala na oszacowanie przyblizonej zawartosci biatka w preparacie.
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Odczynniki:

R/
A X4

Roztwory Nr 1, Nr 2 i Nr 3.

Wykonanie:
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ustawi¢ urzadzenie na pomiar przy dlugosci A =280 nm
skalibrowa¢ spektrofotometr wzgledem probki referencyjne;j
umiesci¢ 10 pl badanego roztworu Nr 1 i uzupeti¢ 990 pl roztworem stosowanym
jako préobka referencyjna
oznaczy¢ absorbancj¢ przy A = 280 nm
ustawi¢ urzadzenie na pomiar przy dlugosci A =260 nm
skalibrowa¢ spektrofotometr wzgledem probki referencyjne;j
umiesci¢ kuwete z badanym roztworem i oznaczy¢ absorbancje przy A = 260 nm
obliczy¢ stezenie biatka ze wzoru (szerokos¢ kuwety 1cm):
Stezenie biatka (mg/ml) = (1.55 x Ajg) — (0.76 X Aggo)
pomiary powtorzy¢ dla w roztwordw Nr 2 i 3.

OPRACOWANIE SPRAWOZDANIA:

Sprawozdanie prosze¢ przygotowa¢ w parach (dwie osoby izolujace enzym z tej samej

ro$liny)

Sprawozdanie proszg przygotowa¢ w edytorze tekstu wg formularza (w wyjatkowych

sytuacjach napisane odrgcznie) zmieszczonego na stronie:
www.chemia.uj.edu.pl/~kurpiews/dydaktyka.html

W 1 czeg$ci sprawozdania prosze umiesci¢ obserwacje i krotkie odpowiedzi na

ponizsze pytania dotyczace wykonania ¢wiczenia:

1. W jakim celu dodajemy do rozdrobnionych roslin NaF?

2. W jakim celu dodajemy do homogenizatu roztwor (NH,4),SO4? Jakich innych
substancji mozna uzy¢ w tym samym celu?

3. Wyjasnij pojecie punkt izoelektrycznego biatka i podaj wartos¢ pl tyrozynazy.

4. Podaj trzy metody stosowane do zniszczenia btony komoérkowej w procesie
izolacji biatek z materiatu biologicznego.

5. Dlaczego ekstrakcj¢ enzymu prowadzimy w mozliwie najnizszej
temperaturze? Zaproponuj inny, niZz obnizenie temperatury, sposob
zminimalizowania tego niekorzystnego zjawiska.

Podaj obliczone stezenia biatka w roztworach Nr 1-3.

7. Znajac objetosci otrzymanych preparatow i stezenie bialka poréwnaj ilosé

biatka w preparatach- wyjasnij otrzymane wyniki.

8. Majac do dyspozycji 1L buforu cytrynianowego (pH 4.8) o stezeniu 0.5 M,
wykonaj obliczenia i napisz jak otrzyma¢ 180 ml buforu cytrynianowego o
stezeniu 0.25 M.

W II czgsci prosze krotko odpowiedzie¢ na pytania z Zestawu 1 (grupy A), Zestawu 2

(grupy B) i Zestawu 3 (grupy C) w oparciu o podany artykut. Zestawy pytan i artykut

dostepne u prowadzacych lub pod adresem:
www.chemia.uj.edu.pl/~kurpiews/dydaktyka.html
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