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HYDROLAZY - peptydazy
pepsyna i trypsyna

Zadanie 1
Celem zadania jest badanie aktywnosci pepsyny w réznych warunkach
PH.

Wykonanie oznaczenia

Do probéwek oznaczonych 1, 2, 3, 4 odmierzyé po 2 cm’ pepsyny. Pro-
pepsyny

béwke nr 4 ogrza¢ nad palnikiem (inaktywacja pepsyny). Do pozostatych
probdéwek dodac:

el - 2 cm’ 0,2 mol/dm® HC1

e2 - 2 cm’ 1 mol/dm® CHsCOOH

e3 - 2 cm3buforu o pH 7,2

Nastepnie do wszystkich 4 probdéwek doda¢ niewielka i1losé widknika.
Proby wstawié¢ do tazni wodnej o temp. 37°C. Po godzinnej inkubacii
obejrzeé¢ proéby. Poda¢ nr probdwki, w ktdérej biatko ulegito strawieniu?

Zadanie 2
Celem zadania jest badanie aktywnosci trypsyny

Wykonanie oznaczenia

Do 3 probéwek wirdbwkowych oznaczonych 1, 2, 3 odmierzyé po 1 cm’
30% TCA.

W oddzielnej probdéwce ,A” przygotowad¢ uktad inkubacyjny skiadajacy
sie z 4 cm’® 1% kazeiny w 0,1 mol/dm’ NaHCO; oraz 1 cm’ trypsyny. Zawar-
to$é zmieszaé. Po tej czynnoéci natychmiast pobraé¢ 1 cm’ tej mieszaniny
do probdéwki wirdwkowej oznaczonej nr 1.

Pozostalo$¢ mieszaniny w probdéwce ,A” inkubowaé¢ przez 10 min. w
temp. 37° C. Po 10 min. pobraé po 1 cm’ tej mieszaniny do probdwek wi-
rébwkowych nr 2 i 3. Prdéby 1, 2, 3 odstawi¢ na 10 min. a nastepnie wiro-
wa¢ 15 min. z uzyciem sity 2 000 x g. Po wirowaniu supernatant wylac.

Do osadu doda¢ 1 cm® 1 mol/dm® NaOH, a po rozpuszczeniu sie osadu,
doda¢ 4 cm’ odczynnika miedziowego. Zawarto$é pozostawié w temp. poko-
jowej na okolo 20 min. W tym czasie przygotowaé¢ prdbe ,Slepa” ( ,0”
odczynnikowa) - 4 cm’ odczynnika miedziowego i 1 cm® wody dest. Odczy-
ta¢ absorbancje préb 1, 2, 3 wobec prbby ,S$lepej” przy diugosci fali
540 nm.

Zawartos$¢ biatka w badanym roztworze odczytaé¢ z krzywej wzorcowej.
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