1. Zajecia organizacyjne

Plan zag¢:

1. Zapoznanie siz regulaminem laboratorium oraz podstawowymi pisgepi BHP

2. Ogtoszenie podstawowych kryteriow oceny:

Warunkiem zaliczenigwiczen laboratoryjnych jest obeckd na wszystkich zagiach, wykonanie
wszystkich eksperymentow przewidzianych programetpéz pozytywna ocena z 4 kolokwidw
wejsciowych oraz analiza uzyskanych wynikow w formieaspozdania pisemnego. K@y ocer
negatywn nalery poprawé. Ocena zéwiczen ,bardzo dobra” pozwala podéjdo terminu "0”

egzaminu z Podstaw Enzymologii.
3. Ogtoszenie podstawowych zagadnie przygotowania na poszczegolne:zia
(o szczegotowych zagadnieniach decyduje prow@adaviczenia).

Cwiczenie nr 2 ptHydroliza lipidow mleka za pomgtipazy trzustkowe;:

biologiczne funkcje lipidéw, podziat lipidow, og@rbudowa tri-, di- i monoacylogliceroli, kwasy
tluszczowe nasycone (palmitynowy i stearynowy) ienaisycone (oleinowy) — zasady
nazewnictwa, regiospecyficzéip acylospecyficzné® lipaz, stereospecyficZd enzymow,
trawienie lipidow w organizmie

Cwiczenie nr 3 ptBadanie kinetyki enzyméw

model Michaelisa-Menten, rownanie Michaelisa-Menfemaz z wyprowadzeniem), parametry
kinetyczne (Mhax Kecat = Vma{Eo, Km 1 KcafKn), Wykresy: Michaelisa-Menten, Lineweavera-
Burka, Eadie Hoffstee, Hanesa—Woolfa, graficznastiicja (wykres Michaelisa-Menten i
Lineweavera-Burka) wptywu inhibitora kompetycyjnegi&ompetycyjnego i niekompatycyjnego
na aktywné¢ enzymatyczg, cel stosowania substratéw chromogeniczny, budwswigroanilidu
benzoiliob,L-argininy

Cwiczenie nr 4 ptOznaczanie zawarfoi kwanej fosfatazy w homogenacie z ziemniaka
budowa biatek (struktury 1-, 2-, 3- i 4edowe), budowa enzyméw (enzymy proste,zatte,
apoenzym, kofaktor, holoenzym), miejsce aktywneyeng klasyfikacja enzyméw, zasady
nazewnictwa enzymow, budowa lizosomu, funkcje fiagfa prawa absorpcji (absorbancja,
transmitancja, prawo Lamberta-Beera), jednostkivakbsci enzymatycznej (standardowa U,
katal).

Cwiczenie nr 5 ptBadanie rozktadu skrobi przezamylaz:

wystepowanie, budowa i funkcje amylaz, optymalne warudkiatania amylazylinowej i
trzustkowej, przyktadowe zastosowami@mylazy w przemdte (produkcja alkoholisrodki do
mycia), enzymy produkowane i wydzielane przez tikaysbudowa i rola skrobi, budowa
dekstryn i maltozy, wptyw pH i temperatury na akbeé¢ enzymow, trawienie cukrow w
organizmie

. Przygotowanie odczynnikow:

Przygotowanié),1 M buforu cytrynianowego pH 5,2

Przygotowa 200 m. 0,1m kwas cytrynowy (GHgO; x H,O , M=210,14 g/mol) oraz 400n®,1
M cytrynian sodu (6HsO7Nag x 2H,0 M=294,12 g/mol). Zmieszal70 m. roztworu kwasu i
387,3 m. roztworu soli.

Przygotowanie bufors0 mm Tris/HCI z dodatkien20 mm CaCl,, pH 8,3

6,055 g Tris (Trizma base, CAS 77-86-1, M = 121glvhol) oraz 2,22 g CaglM = 110,98
g/mol) rozpyci¢ w 950 m. H,O destylowanej. Za pomg@ m roztworu HCI doprowadzipH
do wartgci 8,3 (pH kontrolowé papierkami wskanikowymi). Dopetné do 1000 m H,O.



Doda 2 krople Tritonu X-100 zapobiegajego agregacji biatka oraz jego adsorpcjseciankach
kuwet.

Przygotowanie buforrd0 mm weronal z dodatkien20 mm CaCl,, pH 8,3

3,7 g weronalu (M.W.=184,19 g/mol, CAS 57-44-3, UG/A: rozpuszczalne w wodzie
wynosi 7,46 g/) oraz 1,11 g CagGlrozpucic w 450 m H,O destylowanej. Za pomed M
roztworu NaOH (59/25 mH,0) doprowadzi pH do wartéci 8,3. Dopetni do 500 m H,O.
Dod&a 2 krople Tritonu X-100 (zapobiega adsorpcji biatlkegciankach kuwet).
Przygotowanievodnego roztworu HCI pH 3 z dodatkien20 mm CacCl,

Do 250 m H,O destylowanej doda23 (L stzonego 36% kwasu solnego. WattgH okreli¢
za pomog papierka wskanikowego. Do 250 mroztworuHCI pH 3 dodajemy 555 mg Cagl
Przygotowanie buforow Mcllvain&wiczenie 5)

Przygotowa 600 m. 0,1m kwasu cytrynowego (§E1sO; x H,O , M=210,14 g/mol) oraz 300un
0,2M NgHPQO, (M=141,96 g/mol).

Przygotowaniebuforu o pH 3 — zmieszé& 317,8 m roztworu kwasu cytrynowego i 82,2Lm
roztworu NaHP Q.

Przygotowaniebuforu o pH 5 — zmieszé 194,0 m roztworu kwasu cytrynowego i 206,0Lm
roztworu NaHPO,.



