Instrukcja

Przygotowanie ekstraktéow

1. Przygotowanie ekstraktéw enzymoéw trawiennych.

Odczynniki:

Kapsutki z ekstraktem enzymow trawiennych.
Uniwersalny bufor Brittona.

Mozdzierz.

Falcony 50, 14 mL.

Eppendorfy 1.5, 2.0 mL.

Pipety automatyczne regulowane.

Wykonanie:

1-2 kapsutki zawierajace ekstrakt enzymow trawiennych rozetrze¢ w mozdzierzu.

Przenies¢ ekstrakt do falkonéw (50mL) i zawiesi¢ w 10,0 mL wybranego buforu o stezeniu 100
mM.

Odwirowac nierozpuszczalny osad (5000 rpm, 8 deg C, 15 min).

Supernatant ostroznie przenies¢ po 0.5 mL do oznaczonych eppendorfow.

2. Oznaczanie stezenia biatek w roztworach.

Odczynniki:

Odczynnik Bradforda.

1 mg/mL Standard biatkowy BSA, lizozym.
Falcony 50, 14 mL.

Eppendorfy 1.5, 2.0 mL.

Pipety automatyczne regulowane.

Kuwety do pomiaréw spektrofotometrycznych.

Wykonanie:
Odczynnik Bradford rozcienczy¢ 1x wodg dejonizowanga.
Przygotowac w 2 powtdrzeniach 10 rozcienczen biatka (1,0 mg/mL BSA) do krzywej wzorcowej
wedtug schematu:
0.5 mL Odczynnika Bradforda
1.0 mL Wody
50.0 uL Rozciericzonego biatka wedtug schematu:
1:50.0 uL 1.0 mg/mL BSA + 0.0 uL Wody.
2:50.0 uL 1.0 mg/mL BSA + 50.0 uL Wody, wymiesza¢, przenies¢ 50.0 uL roztworu 2 do

kolejnego eppendorfa.
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3:50.0 uL roztworu 2 + 50.0 uL Wody, wymiesza¢, przenies¢ 50.0 uL roztworu 3 do

kolejnego eppendorfa.

10: 50.0 uL roztworu 9 + 50.0 uL Wody, wymiesza¢, wyrzuci¢ 50.0 uL roztworu 10..
Po 5 minutach zmierzy¢ absorbancje przy dtugosci fali 595nm.

Narysowac krzywa wzorcowg zaleznosci absorbancji od stezenia biatka.

Sprawozdanie:
Wykresli¢ krzywg wzorcowg i okresli¢ jej parametry.

Wyznaczy¢ stezenie ekstraktow biatkowych.



