POKROCILE PRAKTIKUM Z BIOCHEMIE
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Uloha A: Analyza izoenzyml askorbat peroxidazy (APX) pomoci nativni PAGE a aktivity
phenylalanin amoniak-lyasy (PAL)

e Srovnejte zmény aktivity APX po aplikaci jednotlivych latek v zavislosti na Case.
Vysledek zdGvodnéte:
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e Enzym askorbat peroxidaza (APX) je enzym zodpovédny za detoxifikaci peroxidu vodiku u
rostlin. Katalyzuje reakci: 2 askorbat + H,0, — 2 monodehydroaskorbat + 2 H,0. U
vzorku infikovanych cryptogeinem muzZeme pozorovat pokles aktivity APX z divodu nekroézy.
U ostatnich vzork( zGstava aktivita nezménéna, jelikoz nedoslo k nasati petiolou nebo dana
latka neméla vliv na aktivitu APX.

e Spocditejte aktivitu PAL v ¢ase 24h po aplikaci neznamého vzorku v pmol/s na mg rostlinného
pletiva. Vysledky vyneste do grafu, kde budou srovnany zmény aktivity PAL po aplikaci
neznamého vzorku s kontrolou (voda). Vysledek zdlivodnéte:



D-Phe — kontrola, L-Phe — vznik kyseliny skoficové (narust A)

D-Phe L-Phe
0,866 0,926
0,876 0,956

Rozdil v Absorbanci L-D

1. 0,06
2. 0,08

Prdmér: 0,07
c=0,07/(9530*1)
c=7.35uM
Nékde chyba ve vypoctu, nutno prepocist a uvést na mg rostlinného materialu?

Vypotitat aktivitu v kat

Cprodukt = A.V/(e.1) Vreakéni smés = = 800 pl &Il
Cprodukt = 0,03./(9530.1)

Cprodukt = 3,15 x 10® umol/pl

Xsmes=3,15 x 10®x 800 =2,52 x 107

aral= 2,52 x 103/30 min = 8,39 x 10 pmol/min = 1,4 x 103 nkat

Aktivita PAL byla po 24 h u naseho vzorku 1,4 x 103 nkat. N&$ vzorek byla voda. NemUZeme porovnat
s jinymi vzorky, jelikoZ nevime, jestli i dalSi skupiny nemély jako nezndmy vzorek vodu. Hodnota
molarniho absorpcéniho koeficientu jsem prevzal z:
https://mdpires.com/d_attachment/molecules/molecules-24-04146/article_deploy/molecules-24-
04146-s001.pdf?version=1573829445



