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Hydrolazy - peptydazy
pepsyna i trypsyna.
Ilosciowe oznaczanie bialka metoda biuretowa

Zadanie 1.
Ilosciowe oznaczanie biatka metoda biuretowa-wykreslanie
krzywej wzorcowej

Przygotowanie krzywej wzorcowej.
Przygotowa¢ robzne rozcienczenia wzorcowego roztworu biatka
zgodnie z danymi w tabeli.

Nr Kazeina Woda . . .
probéwki (1 mg/cm’) Destylowana Stezenie Absorbancja
0 - 1 cm’ - 0,000
1 1,0 cm’ - 1%
2 0,8 cm’ 0,2 cm’ 0,8%
3 0,6 cm’ 0,4 cm’ 0,6%
4 0,4 cm’ 0,6 cm’ 0,4%
5 0,2 cm’ 0,8 cm’ 0,2%

Do kazdej probéwki dodaé po 4 cm’ odczynnika miedziowego
1 pozostawi¢ w temperaturze pokojowej na 20-25 min. Potem mierzyé
absorbancje wobec préby 0 (zero odczynnikowa zwana tez $lepa)
przy diugosci fali 545 min.

Wykresli¢ krzywa zaleznos$ci stezenia kazeiny od wartosci
absorbancji.

Zadanie 2
Celem zadania jest badanie aktywnosci pepsyny w rdéznych
warunkach

PH.

Wykonanie oznaczenia
Do probdéwek oznaczonych 1, 2, 3, 4 odmierzyé po 2 cm’ pepsyny.

Probéwke 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® CH3;COOH
e3 - 2 cm3buforu o pH 7,2
Nastepnie do wszystkich 4 ©probdédwek doda¢ niewielkay 1iloscé
widknika. Préby wstawié do  tazni  wodnej o @ temp. 37°C.
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Po godzinnej inkubacji obejrzec¢ prdoby.
Poda¢ nr probdéwki, w ktdrej biatko ulegio strawieniu?

Zadanie 3
Celem zadania jest badanie aktywnosci trypsyny

Wykonanie oznaczenia

Do 3 probdéwek wirdbwkowych oznaczonych 1, 2, 3 odmierzy¢ po
1 cm’® 30% TCA.

W oddzielnej probéwce ,A” przygotowa¢ uktad inkubacyjny
sktadajacy sie z 4 cm’ 1% kazeiny w 0,1 mol/dm’ NaHCO; oraz 1 cm’
trypsyny. Zawarto$¢ zmieszad¢. Po tej czynnos$ci natychmiast pobrad
1 cm’ tej mieszaniny do probdéwki wirdwkowe] oznaczonej nr 1.

Pozostatos¢ mieszaniny w probdéwce ,A” inkubowaé¢ przez 10 min.
w temp. 37° C. Po 10 min. pobraé po 1 cm’ tej mieszaniny do
probdéwek wirdwkowych nr 2 i 3. Prdéby 1, 2, 3 odstawi¢ na 10 min.
a nastepnie wirowa¢ 15 min. 2z 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. Zawartoéé pozostawié
w temp. pokojowej na okoito 20 min. W tym czasie przygotowal prbbe
~$lepa” ( ,0”
odczynnikowa) - 4 cm® odczynnika miedziowego i 1 cm’ wody dest.
Odczyta¢ absorbancje prdéb 1, 2, 3 wobec préby ,$lepej” przy
dtugosci fali 540 nm.

Zawartos$¢ biatka w badanym roztworze odczytad¢ z krzywej
wzorcowe] .
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