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CEL CWICZENIA

Celem c¢wiczenia jest pozyskanie i oczyszczenie preparatu enzymatycznego — esterazy
z watroby sSwinskiej (PLE) oraz ocena jej aktywnosci w reakcji enzymatycznej hydrolizy
octanu p-nitrofenolu w zaleznosci od stopnia oczyszczenia i formy aplikacji do mieszaniny
reakcyjne;j.

PODSTAWY TEORETYCZNE

Enzymy jako katalizatory uktadow biologicznych wystepujgce w formie globularnych
biatek, znalazty szerokie zastosowanie w procesach technologicznych. Takie cechy
biokatalizatoréw jak znaczne przyspieszenie tempa reakcji, tagodne i ekologicznie przyjazne
warunki prowadzenia syntezy, wysoka specyficznosci oraz mozliwosci wydajniejszego
wykorzystania surowcéw umozliwity czesto zastgpienie toksycznych proceséw chemicznych
odpowiednimi procesami biologicznymi.

Pozyskiwanie enzymdw z materiatu biologicznego

W zwigzku z coraz szerszym zastosowaniem enzymow jako katalizatory proceséw
przemystowych poszukiwane sg dogodniejsze zrodta ich pozyskiwania. Wiekszo$¢ enzymow
przemystowych jest wytwarzana na drodze hodowli wgtebnych mikroorganizméw
w zamknietych sterylnych bioreaktorach (fermentatorach) wypetnionych odpowiednim
podtozem mikrobiologicznym. Podczas wzrostu drobnoustréj metabolizuje skfadniki
pokarmowe zawarte w pozywce i syntezuje enzymy, ktére wydziela nastepnie do podfoza
hodowlanego. Po procesie fermentacji enzym poddawany jest odpowiednio dobranym
procedurom DSP (z ang. down-stream processing) rozumianym jako wszystkie operacje
prowadzace do wyodrebnienia i oczyszczania produktu oraz nadania mu ostatecznej
(handlowej) formy.

Rownie dogodnym zrédtem pozyskiwania enzyméw dla celdw przemystowych sg tkanki
zwierzece, a preparaty enzymatyczne wyodrebniane s3 najczesciej z narzagdéw uktadu
pokarmowego ssakow. W celu wyizolowana enzymu z tkanek nalezy zastosowac takie
metody, ktére pozwolg na otrzymanie go w stanie jednorodnym i bez utraty aktywnosci
katalitycznej. Ze wzgledu na duzg ich wrazliwos¢ na silnie kwasne lub zasadowe Srodowisko
oraz wysokie lub bardzo niskie temperatury preparatyke enzymoéw nalezy przeprowadzi¢
w buforach o pH ok. 7, w niskich temperaturach, z udziatem wody destylowanej oraz
srodkéw kompleksujgcych metale ciezkie. Poniewaz wieksza czes¢ enzymodw nie wystepuje
w komorkach w stanie wolnym, lecz jest zwigzana z strukturami komorkowymi, proces
izolacji musi rozpoczgc sie od zniszczenia tkanek z rownoczesnym zachowaniem wiasciwosci
katalitycznej enzymu. Etapem standardowym jest wiec rozdrobnienie tkanek
przeprowadzone w homogenizatorach (najczesciej mtynkach wysokoobrotowych), po ktérym
(w przypadku enzymoéow mocno wbudowanych w ziarnistosci komérek) mozna zastosowad
zamrazanie i odtajanie, S$rodki zmniejszajgce napiecie powierzchniowe Ilub rozbicie
ultradzwiekami. W celu wytrgcenia struktur biatkowych materiat biologiczny po
rozdrobnieniu traktuje sie schtodzonymi rozpuszczalnikami organicznymi (takimi jak aceton
lub etanol). Najczesciej faczy sie ze sobg dwa etapy i rozdrabnianie prowadzi sie z dodatkiem
schtodzonego acetonu. W ten sposdb preparat enzymatyczny uzyskuje sie w postaci proszku.
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Kolejnym etapem w uzyskiwaniu preparatu o pozadanej aktywnosci enzymatyczne jest
oczyszczanie i frakcjonowanie, ktére najczesciej przeprowadza sie z uzyciem soli (zwtaszcza
siarczanu (VI) amonu). Poddanie enzymu dziataniu soli o duzym stezeniu prowadzi do jego
wytracenia, a proces ten nazywa sie wysalaniem. Nalezy podkresli¢, iz proces ten jest
odwracalny i nie powoduje denaturacji biatek. Zastosowanie chromatografii
(jonowymiennej, powinowactwa lub filtracji zelowej), elektroforezy lub ultrawirowania daje
mozliwos¢ uzyskania doczyszczonego preparatu enzymatycznego. Ostatnim etapem
oczyszczania moze byc krystalizacja, ktéra powtarzana wielokrotnie prowadzi do otrzymania
czystych preparatow o duzej aktywnosci. Proces uzyskiwania enzyméw w sposob skrétowy
przedstawiono na blokowym schemacie 1.

Rozdrobnienie
materiatu
biologicznego

A 4
Wytrgcenie
struktur
biatkowych

A 4
Oczyszczanie
i
frakcjonowanie

A 4
Ocena
aktywnosci
enzymatycznej

Schemat 1

Metody oznaczania aktywnosci enzymatycznej

Istnieje wiele metod pozwalajacych na wyznaczenie aktywnosci enzymatycznej, a ich
jednoznaczna klasyfikacja jest bardzo trudna. Mozna podzieli¢ je ze wzgledu na sposob
wykonania pomiarow, stosowane techniki itd. | tak wyrdznia sie:

- metody ciggfe — nie wymagajq etapu separacji zwigzku przed analizg — stosuje sie je do
mieszanin reakcyjnych, w ktérych substraty (A) i produkty (B) rdznig sie niektérymi
wtasciwosciami, pozwalajgcymi na pomiar bezposredni jednego ze sktadnikow: np. A skreca
ptaszczyzne Swiatfa spolaryzowanego, B — nie;

- metody nieciggte — przed pomiarem aktywnosci wymagane jest rozdzielenie substratow
(A) od produktow (B) (zarowno zwigzek A jak i B sg chiralne), a analiza tymi metodami
wymaga wiecej etapow;

- metody potgczone — aktywnos¢ mierzy sie posrednio w taki sposdb, ze dwie reakcje sg
zaangazowane - pierwsza z nich zaktada przeksztatcenie zwigzku A do B, a druga
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otrzymywanie zwigzku C ze zwigzku B (A->B->C). W reakcji tej zwigzek C jest wskaznikiem
i obserwacja zmian jego stezenia daje informacje o ilosci otrzymanego zwigzku B.

Podziatu metod mozna dokonac¢ rowniez na podstawie ilosci punktow pomiarowy. Méwi
sie wtedy o metodach statycznych i kinetycznych:

- metoda statyczna np. dwupunktowa - zaktada pordwnanie ilosci substratu i produktu
w 2 punktach czasowych - w czasie zero i po zakonczeniu inkubacji. Wymaga ona
zapewniania odpowiednich warunkow reakcji tak, aby jej szybkos¢ byta stata przez caty czas
inkubacji.

- metoda kinetyczna — zaktada pomiar stezenia substratu lub produktu w jednostce czasu
— najczesciej w poczatkowym etapie procesu przeprowadza sie pomiar ciggly zmian stezenia
wybranego sktadnika.

Do stosowanych w okresleniu aktywnosci enzymu metod analitycznych zaliczy¢ mozna
klasyczne (np. miareczkowanie) lub instrumentalne (spektrofotometryczne,
polarymetryczne, potencjometryczne itd.). Najbardziej popularne metody opierajg sie na
pomiarze absorpcji swiatta (metoda spektrofotometryczna) w wybranym zakresie fal
(najczesciej od 300 do 400 nm). Mozna w ten sposdb okresli¢ zmiane stezenia wybranego
substratu lub produktu, a szybkos$¢ reakcji mierzona iloscig przereagowanego substartu lub
powstawania produktu w jednostce czasu w przeliczeniu na ilos¢ materiatu enzymatycznego
jest miarg jego aktywnosci.

Istnieje kilka rodzajéw jednostek stosowanych podczas oznaczania aktywnosci enzymu
a do najczesciej stosowanych nalezg katal (kat) i unit (U).

Katal definiowany jest jako aktywnos¢ enzymu umozliwiajgca przeksztafcenie 1 mola
substratu w czasie 1 sekundy.

Unit jest to bezwzgledna miedzynarodowa jednostka standardowa enzymu (U) czyli taka
aktywnos¢ enzymu, ktdéra pozwala na przeksztatcenie 1 mmola substratu (lub 1 mmol
odpowiednich grup chemicznych) w ciggu 1 minuty w temperaturze 30°C i w optymalnych
warunkach.

Istnieje prosta zaleznos¢ liczbowa miedzy katalem i unitem wyrazona wzorem:

1kat= 6%10° U

Spektrofotometria UV-VIS

Spektrofotometria UV-VIS czyli spektrofotometria w  zakresie nadfioletu
i promieniowania widzialnego jest jedng z najstarszych metod instrumentalnych w analizie
chemicznej i wykorzystuje przejscia energetyczne zachodzace w czgsteczkach spowodowane
absorpcjg promieniowania elektromagnetycznego w zakresie 180 — 800 nm. Przejsciami
elektronowymi miedzy stanami energetycznymi rzadzg tzw. reguty wyboru. Do
najwazniejszych z nich zaliczamy regute mowiagcg, ze aby nastgpita absorpcja
promieniowania muszg istnie¢ dwa takie stany kwantowe czgsteczki, ktorych rdéznica energii
odpowiada energii promieniowania padajgcego. Przejscia spetniajgce tg regute nazywa sie
dozwolonymi, a niespetniajgce — wzbronionymi. Miarg intensywnosci pasma absorpcji jest
wartos¢ molowego wspotczynnika  absorpcji, ktéry jest réwnoczesnie  miarg
prawdopodobienstwa przejscia (dla przejs¢ dozwolonych przyjmuje duze wartosci)
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Metodg spektrofotometrii UV-VIS mozna oznaczy¢:

e Bezbarwne zwigzki organiczne i nieorganiczne, w ktérych wystepujg wigzania Tt lub
elektrony n pochodzace od wolnych par elektronowych (weglowodory aromatyczne,
aldehydy, ketony, kwasy i aminy oraz pierwiastki ziem rzadkich, ozon, SO,)

e Barwne zwigzki organiczne i barwne sole metali (KMnQ,4, CuSQO,)

* Substancje, ktorych formy absorbujace promieniowanie uzyskuje sie na drodze
przemian chemicznych (reakcje kompleksowania metali z ligandami organicznymi)

Analiza ilosciowa tg metodg polega na pomiarze absorbancji A badanego roztworu przy
okreslonej dtugosci fali przy réwnoczesnym wykorzystaniu prawa Lambera-Beera. Jest to
drugie z trzech praw absorpcji, ktore zostato sformutowane w nastepujacy sposob:

Jezeli wspdtczynnik absorpcji rozpuszczalnika jest rowny zeru to absorbancja wigzki
promieniowania monochormatycznego przechodzqgcego przez jednorodny roztwor jest
wprost proporcjonalna do stezenia roztworu c i do grubosci warstwy absorbujgcej b.

A =¢g*c*b

gdzie: € - molowy wspétczynnik absorpcji przy okreélonej dtugosci fali [mol/(dm>*cm)]
¢ — stezenie [mol/dm’]
b — grubos¢ warstwy [cm]

Pomiary absorbancji wykonuje sie w urzadzeniach zwanych spektrofotometrami. Na
podstawowe elementy aparatu sktadajag sie:
e 7Zrédto promieniowania — lampy deuterowe (180-380 nm), wolframowo-
halogenowe (powyzej 380 nm), wysokocisnieniowe tukowe lampy ksenonowe
(caty zakres UV-VIS)
e Ukfad optyczny — monochromator, stuzgcy do wyodrebnienia z promieniowania
ciggtego waskie pasmo o okreslonej dtugosci fali
* Pomieszczenie na komdrke pomiarowa
* Detektor mierzacy natezenie Swiatta
e Wskaznik, rejestrator, komputer

Aby wyniki pomiarow byty uznane za wiarygodne nalezy pamieta¢ o szeregu warunkéw
t.j. dobre przygotowanie probek (roztwdr musi by¢ jednorodny, a wybrany rozpuszczalnik nie
moze absorbowa¢ w badanym zakresie widma) oraz odpowiedni aparat — spektrofotometr —
w petni sprawny i kalibrowany zgodnie z instrukcja.

lloSciowe oznaczenia metoda spektrofotometrii UV-VIS naleza do oznaczen
porownawczych. W przypadku oznaczania pojedynczego sktadnika wykorzystuje sie trzy
metody analityczne:
1. Metoda poréwnania z pojedynczym wzorcem — w metodzie tej wykonuje
sie pomiar absorbancji roztworu o okres$lonym stezeniu, a nastepnie
w kuwecie o tej samej grubosci i przy tej samej dtugosci fali wykonuje sie
pomiar absorbancji roztworu o nieznanym stezeniu.
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2. Metoda poréwnania z kilkkoma wzorcami — metoda polega na wykonaniu
krzywej wzorcowej

3. Metoda dodatku wzorca — procedura sprowadza sie do wykonania
pomiaru absorbancji probki badanej substancji A o stezeniu nieznanym
i absorbancji probki badanej, do ktérej zostata dodana znana ilo$¢
substancji A

Spektrofotometria UV-VIS nalezy do najczesciej wykorzystywanych metod instrumentalnych,
a wptyw na to majg takie jej zalety jak: duza czutos¢, duza precyzja oznaczen oraz

selektywnos¢ oznaczen.

Esteraza z watroby swinskiej

Esteraza z watroby sSwinskiej (PLE) jest enzymem bardzo stabilnym, cechujgcym sie
wysokg regio-, chemo- i stereoselektywnoscig, katalizujgcym reakcje z udziatem wielu
roznych reagentéw co powoduje, ze znalazta szerokie zastosowanie jako enzym
hydrolityczny. Jest to karboksyesteraza typu serynowego nalezgca do hydrolaz.

Poniewaz nie udato sie otrzymac esterazy z watroby swinskiej w postaci krystalicznej,
a co za tym idzie nie ma przeprowadzonej analizy krystalograficznej, o budowie centrum
aktywnego mozna powiedzie¢ jedynie na podstawie opracowanych prostych modeli.
Zaktadajg one, iz w centrum aktywnym PLE mozna wyrdzni¢ dwie kieszenie hydrofobowe
(duzg H, i matag Hs) — oddziatujgce z strukturami niepolarnymi (tarcuchy alifatyczne,
pierscienie aromatyczne — oraz dwie kieszenie polarne (przednia P i tylna Pg), blisko ktérych
znajduje sie reszta serynowa. Kieszen polarna przednia moze wigzac zaréwno grupy polarne
jaki nie polarne, podczas gdy kieszen polarna tylna — tylko grupy polarne. Ze wzgledu na taka
budowe centrum aktywnego esteraza wykazuje duzg stereoselektywnos¢ wzgledem
substratéw.

Najczestszymi substratami do reakcji z udziatem PLE s3 alkohole, diole i poliole oraz
estry, kwasy mono- i polikarboksylowe. Jako enzym z grupy hydrolaz moze katalizowac
reakcje hydrolizy, transestryfikacji, otrzymywania kwaséw lub amidow. Wiekszos¢ reakcji
prowadzi sie w buforze fosforanowym o pH ok. 7, a w przypadku gdy substraty reakcji nie s
rozpuszczalne w wodzie stosuje sie dodatek rozpuszczalnikdw organicznych t.j. acetonitryl,
ktérych obecnosé (do 20%) nie wptywa na aktywnos¢ enzymu. Optymalna temperatura dla
procesOw z udziatem PLE jest to zakres od 20 do 30°C.

Przyktadem regioselektywnej hydrolizy katalizowanej przez PLE jest reakcja
peracetylowanej katechiny (schemat 2)
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Schemat 2

Po uptywie godziny gtdwnym produktem jest acetylowana katechina z wolng grupa OH
przy 5 atomie wegla, a wydajnosc tej reakcji wynosi 70%. Wydtuzenie czasu do 24 h prowadzi
do otrzymania 3-0O-acetylokatechiny.

W celu wykazania aktywnosci PLE uzyskanej z watroby swinskiej mozna uzy¢ jg jako
katalizator reakcji hydrolizy estrow aromatycznych. Jako substrat reakcji moze zostaé uzyty
ester aromatyczny - octan p-nitrofenolu, ktéry w reakcji enzymatycznej hydrolizy
katalizowanej przez PLE ulega przeksztatceniu do p-nitrofenolu (schemat 3).

BN

OH

PLE
+ Hzo —_— +

CH3CN/bufor fosforanowy "o ©
pH 7,2

NO, NO,
Schemat 3

Produkt reakcji wykazuje maksimum absorpcji dla A=405 nm. Pomiar zmiany absorbancji w
czasie daje mozliwos¢ oceny aktywnosci uzyskanego preparatu enzymatycznego.
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PRZEBIEG CWICZENIA

Wydzielanie enzymu z materiatu biologicznego i oczyszczenie metoda
wysalania

Odczynniki: Szkto i inne materiaty oraz potrzebny
e Watrébka wieprzowa (50g), sprzet laboratoryjny:
e Schtodzony aceton (200ml), * noz,
e Bufor fosforanowy pH 7,2 (5ml), e zlewki 150 ml, 500ml,
e Roztwdr nasyconego siarczanu (VI) e fyzeczka,
amonu * lejek ze spiekiem,

e kolbka ssawkowa 150 ml,
* cylinder miarowy

* bibuta filtracyjna

e probdéwki wirowkowe

* miynek wysokoobrotowy,
e wirdéwka,

e faznia ultradzwiekowa

* faznialodowa

e tapy

* waga analityczna

Wykonanie éwiczenia

1. Wydzielenie preparatu enzymatycznego

Do zlewki odwazy¢ 50g watrdbki, nastepnie drobno pokroi¢ i mieli¢ z dodatkiem
schtodzonego acetonu (100 ml) w mtynku (250 obr/s) przez 1 minute. Nastepnie zawiesine
przesgczy¢ na lejku ze spiekiem, przesgcz odrzuci¢ a pozostaty brgzowy osad ponownie
mieli¢ (250 obr/s) z schtodzonym acetonem (50 ml) przez 1 min. Przesgczyé, przesacz
odrzuci¢ i doda¢ 3 porcje (50 ml) schtodzonego acetonu, zmieli¢. Przesaczyé, przesacz
odrzucic¢ a osad zwazyc i zastosowac jako zrodto enzymu PLE w preparacie surowym (osad 1).

2. Oczyszczanie metodg wysalania

Do probdéwki wirowkowej odwazyé 400 mg surowego preparatu enzymatycznego
i doda¢ 5 ml buforu fosforanowego o pH 7,2. Catos¢ miesza¢ okoto minuty a nastepnie
umiesci¢ w tazni ultradzwiekowej na 5 minut. Zawiesine wirowa¢ w wiréwce przez 10 minut
przy 8000 obr/min w temp. 0°C. Supernatant przela¢ do drugiej probdowki wirdwkowej,
odczytac objetos¢ i umiesci¢ w tazni lodowej. Nastepnie doda¢ matymi porcjami takg ilos¢
nasyconego roztworu siarczanu (VI) amonu, aby powstaty roztwér byt wysycony w 80% tg
solg. (Rozpuszczalno$é siarczanu VI amonu w wodzie w temp. 20°C wynosi 760 g/l).
Pozostawi¢ w tazni lodowej na 1 h od czasu do czasu mieszajgc. Odwirowac, a osad
potraktowac jako zrédto enzymu w preparacie oczyszczonym (osad 2).
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Badanie aktywnosci PLE w surowym i oczyszczonym preparacie

Odczynniki: Szkto i inne materiaty oraz potrzebny
e Surowy preparat PLE, sprzet laboratoryjny:

e Oczyszczony preparat PLE, * probdéwki wiréwkowe

* p-nitrofenol, e zlewki 150 ml

e octan p-nitrofenolu e cylinder miarowy 15 ml, 100 ml,

e acetonitryl, * kolbka miarowa 10 ml,

¢ bufor fosforanowy pH 7,2, * tyzeczka

* pipeta automatyczna
* pipety Pasteura

* wiréwka
e spektrofotometr, kuweta
spektrofotometryczna

e faznia ultradzwiekowa,
e waga analityczna
Wykonanie éwiczenia

1. Wykonanie krzywej wzorcowej dla produktu reakcji

Do 5 kolbek miarowych o poj. 10 ml pobra¢ odpowiednio 0,25, 0,5, 0,75 i 1 ml roztworu
wzorcowego p-nitrofenolu (stezenie odczyta¢ z butelki i zapisac¢!) i dopetni¢ do kreski
roztworem acetonitrylu w buforze fosforanowym (1:4). Wymieszac i zmierzy¢ absorbancje
kazdego roztworu przy A=405 nm, pamietajgc o wyzerowaniu aparatu wobec roztworu
acetonitrylu w buforze (1:4). Obliczy¢ stezenia p-nitrofenolu w kazdej prébce i sporzadzié
krzywa wzorcowg zaleznosci absorbancji od stezenia.

2. Zbadanie aktywnosci enzymu w preparatach: surowym i oczyszczonym

Przygotowa¢ 2 probdowki wiréwkowe. Do pierwszej odwazy¢ 300 mg surowego
preparatu enzymatycznego (osad 1) i podpisa¢ nr 1, a do drugiej takg samg ilos¢ preparatu
oczyszczonego (osad 2) i podpisa¢ nr 2. Nastepnie do kazdej probowki doda¢ 4 ml buforu
fosforanowego o pH 7,2, wstawi¢ do tazni ultradZzwiekowej na 2 minuty, a nastepnie
odwirowaé przez 10 minut w temp. 0°C (8000 obr./min). Do dwdch kolbek miarowych
o objetosci 10 ml pobra¢ po 1 ml z kazdego supernatantu i dopetni¢ buforem do kreski.
Kolbki oznaczy¢ analogicznie do osadow.
Przygotowac trzy zlewki. Do kazdej z nich wla¢ po 50 ml buforu fosforanowego pH 7,2
i doda¢ 0,15 mmola octanu p-nitrofenolu (substrat reakcji w postaci roztworu - stezenie
odczyta¢ z kolby i przelicz na odpowiednig ilo$¢, potrzebng do reakcji). Wymieszaé
i wyzerowac aparat wzgledem mieszaniny przy A=405 nm. Przygotowac stoper. Nastepnie
do pierwszej zlewki doda¢ 0,5 ml roztworu surowego roztworu enzymatycznego PLE (kolbka
nr 1), wymiesza¢ i rownoczesnie wtaczy¢ stoper. Po okoto 60 sek. napetni¢ kuwete
i rozpoczg¢ pomiary wykonujgc odczyt absorbancji co 30 sekund przez 8 minut. Nastepnie
do zlewki nr 2 doda¢ 0,5 ml roztworu enzymatycznego po wysalaniu (kolbka nr 2)
i postepowac analogicznie jak z preparatem surowym. Do trzeciej zlewki dodaé ODWAZONY
wysolony preparat enzymatyczny (osad 2) w takiej ilosci, aby odpowiadat ilosci wysolonego
preparatu enzymatycznego dodanego do mieszaniny reakcyjnej w formie roztworu
w buforze fosforanowym. Wymieszac i postepowac jak w pozostatych przypadkach.
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PRZYGOTOWANIE DO ZAJEC

1. Przeczytaj uwaznie instrukcje i doktadnie przeanalizuj czynnosci oraz techniki
laboratoryjne opisane w czesci eksperymentalnej.

2. Zapoznaj sie z zagrozeniami zwigzanymi z stosowanymi odczynnikami oraz
poszczegdlnymi czynnosciami wykonywanymi na zajeciach (karty charakterystyk)

2. Zwrd¢ uwage czy znasz nastepujace pojecia: enzym, bioreaktor, katal, unit,
frakcjonowanie, regioselektywnos¢, prawo Lamberta-Beera, absorbancja

3. Zastanodw sie czy wiesz:
e jakie sg etapy uzyskiwania enzymow z materiatu biologicznego,
* jakie s3 metody oczyszczania preparatow enzymatycznych,

* jak mozna podzieli¢ i czym sie charakteryzuja metody okreslania aktywnosci
enzymatycznej? do jakiego typu mozna zakwalifikowa¢ metode wykorzystywang na
zajeciach i dlaczego?

e czym jest spektrofotometria UV-VIS, jakie prawo wykorzystuje, w analizie jakich
zwigzkdw mozina jg wykorzystac, jak zbudowany jest spektrofotometr i jakie metody
oznaczen sg wykorzystywane przy okreslaniu stezenia substancji

e jaka budowe posiada centrum aktywne esterazy z watroby swinskiej i jakie reakcje
katalizuje ten enzym

* jak przeliczy¢ objetosci, masy lub stezenia odpowiednich odczynnikoéw, korzystajac
z podstawowych proporcji lub wzoréw na stezenia molowe, procentowe itp.

OPRACOWANIE WYNIKOW

W celu opracowania sprawozdania nalezy:

a) przygotowaé krotki wstep teoretyczny oraz realny opis przebiegu ¢wiczenia
(z uwzglednieniem ilosci powstatych osaddéw, objetosci przesgczéw itd). Prosze zwrécic
uwage na wszelkiego rodzaju efekty towarzyszace danemu etapowi ¢wiczenia i umiescié je
jako obserwacje;

b) wykona¢ krzywa wzorcowa zaleznosci absorbancji od stezenia dla p-nitrofenolu
(wykorzystujgc programy typu Excel lub Matlab);

c) na podstawie krzywej wzorcowej obliczy¢ ilos¢ produktu reakcji octanu p-nitrofenolu
katalizowanej przez PLE (surowej, wysolonej dozowanej w roztworze lub jako preparat staty)
i sporzadzi¢ 3 wykresy przyrostu produktu w mierzonych jednostkach czasu;

d) przeanalizowaé przebiegi powstatych krzywych i sprébowacé wyciggngé wnioski dotyczace
kinetyki reakcji;

e) ponadto sformutowaé wnioski dotyczagce metody pozyskiwania i oczyszczania PLE
z watroby oraz wptywu poszczegdlnych etapdw na aktywnos$¢ enzymu. Zaproponowac
zmiany w wykonanej preparatyce enzymu, majace na celu poprawe ilosci i jakosci preparatu
enzymatycznego;

f) okresli¢ wady i zalety metody okreslenia aktywnosci enzymu stosowanej na zajeciach.
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