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Przedmowa

W ostatnim pétwieczu nastapit intensywny rozwdj enzymatyki i biochemii
biatek. Jest to spowodowane rozwojem odpowiednich metod i technik badaw-
czych, bez ktérych nie byloby mozliwe oczyszczenie i zbadanie struktury
biatek. W Katedrze Biochemii Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach, pod kie-
runkiem Pani prof. dr hab. Sylwii Labuzek, od prawie dwudziestu lat prowadzi
si¢ badania i zajecia dydaktyczne zwiazane z szeroko pojeta enzymatyka. Ni-
niejszy podrecznik ma ufatwié studentom biologii, biotechnologii i innych kie-
runkéw pokrewnych przygotowanie do ¢wiczen, zaznajomienie si¢ z podstawo-
wymi metodami stosowanymi w enzymologii oraz wykonanie odpowiednich
doswiadczen.

Skrypt podzielony zostal na trzy czesci, z ktérych kazda obejmuje: wstep
teoretyczny, stosowane podczas zaje¢ materialy i odczynniki, opis przebiegu
doswiadczen oraz sposob opracowania uzyskanych wynikéw. Podana na zakon-
czenie kazdej z czeSci skryptu literatura Zrédlowa umozliwia czytelnikowi sa-
modzielne zaplanowanie badan oraz bardziej wnikliwa analize wynikéw. Moz-
liwo§¢ zapoznania si¢ z prezentowana literatura jest tym istotniejsza, ze
materiaty zawarte w podreczniku nie wyczerpuja przedstawianych w nim za-
gadnien.

Autorki majq nadziejg, ze skrypt bedzie stanowi¢ istotna pomoc w naucza-
niu enzymologii oraz biochemii biatek. Jednak zdajac sobie sprawe z pewnych
jego niedociagniel, beda wdzigczne za wszelkie wskazéwki Czytelnikow, ktére
moga by¢ pomocne w przygotowywaniu kolejnego wydania podrecznika.

Serdecznie dzigkuja takze Pani dr hab. Katarzynie Hupert-Kocurek za kry-
tyczne uwagi zglaszane podczas opracowywania niniejszego skryptu.

Danuta Wojcieszyriska, Urszula Guzik
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Wykaz

2-DE

Aago

APS

CBB G-250

CHAPS

CM-celuloza
CM-Sephadex

dcC

DEAE-celuloza

DMAP
DTE
GC/MS
h

IEF
IPG

Km
MW
NP-40
PMSF
SDS
SDS-PAGE

TEMED
Tris

stosowanych oznaczen

dwuwymiarowa elektroforeza zelowa

absorbancja biatka przy dlugosci fali 280 nm
nadsiarczan amonu (ang. ammonium persulfate)

btekit brylantynowy G-250 (ang. Coomassie Brillant Blue
G250)

niejonowy detergent siarczan 3-[(3-cholamidopropylo)dime-
tyloamonio]-1-propanu

karboksymetyloceluloza

karboksymetylo-Sephadex

zmiana stezenia

dietyloaminoetyloceluloza

B-dimetyloaminopropionitryl

ditioerytritol

chromatograf gazowy sprz¢zony z detektorem masowym
wspolczynnik interakcji Hilla

ogniskowanie izoelektryczne

paski do izoogniskowania (ang. immobilized pH gradient)
stata Michaelisa-Menten

masa czasteczkowa

niejonowy surfaktant Nonidet P-40

fluorek fenylometylosulfonylu

dodecylosiarczan sodu (ang. sodium dodecyl sulfate)
elektroforeza w warunkach denaturujacych (ang. sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)

czas

N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina
2-amino-2-(hydroksymetylo)-1,3-propanodiol

szybkos¢ reakcji enzymatycznej

objetos¢ elucyjna Blue Dextranu

szybkos¢ poczatkowa reakcji enzymatycznej

objetos¢ elucyjna biatka badanego

objetos¢ elucyjna biatka wzorcowego

szybko$¢ maksymalna reakcji enzymatycznej

objetos¢ catkowita kolumny
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DIFP — diizopropylofluorofosforan

S — stezenie substratu
F — fenol

NP — 2-nitrofenol

CP — 2-chlorofenol
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Zasady bezpieczenstwa i higieny pracy
obowigzujgce w Pracowni biochemii biatek

Osoby przebywajace w laboratorium powinny przestrzega¢ wszystkich zasad
bezpieczeristwa.

Strojem obowiazujacym w Pracowni biochemii biatek sa fartuch ochronny
i buty z podeszwa antyposlizgowa.

Na terenie Pracowni obowiazuje catkowity zakaz spozywania pokarmoéw i pi-
cia napojow.

Nie wolno przebywaé na terenie Pracowni oraz uruchamiaé aparatury bez
zgody osoby prowadzacej zajecia.

Kazdy student zobowigzany jest do utrzymywania czystosci w miejscu pra-
cy. Odczynniki potrzebne do doswiadczen znajduja si¢ na odpowiednich
potkach. Po pobraniu odczynnika kazdorazowo nalezy zamknac butelke
korkiem i odstawi¢ na wtasciwe miejsce. Do kazdego odczynnika stosuje si¢
oddzielna pipete (w przypadku pipet automatycznych — oddzielna kon-
cowke).

W czasie pracy z materiatem biologicznym oraz odczynnikami chemicznymi
nie wolno dotykac¢ rekami twarzy. Nalezy unikac rozlewania i rozchlapywania
odczynnikéw, prace z substancjami trujacymi wykonywaé pod wyciagiem
w rekawiczkach, a jesli wymagaja tego odregbne przepisy, réwniez w okula-
rach i masce ochronne;j.

Papier, szkto, bibulg, materiat biologiczny nalezy wyrzuca¢ do odpowiednich
pojemnikéw.

O kazdym niebezpiecznym zdarzeniu (np. skaleczenie) nalezy bezwzglednie
powiadomié osobe prowadzaca zajecia.

W laboratorium znajduje si¢ apteczka zaopatrzona w leki i sprzet niezbedny
do udzielenia pierwszej pomocy.

W przypadku oparzenia si¢ kwasem oblane miejsce natychmiast splukaé
woda, a nastgpnie woda wapienna lub roztworem wodorowgglanu sodowego.
Oparzone lub zanieczyszczone oczy nalezy przemyc¢, korzystajac z ptuczki do
oczu, a nastgpnie udaé si¢ do lekarza.

Miejsce oparzone termicznie nalezy schtodzi¢ pod biezaca woda, po czym
pokry¢ pianka typu Panthenol. W przypadku rozlegtego oparzenia udac sie
do lekarza.

W przypadku skaleczenia rang nalezy odkazi¢ 70% alkoholem lub woda utle-
niong i opatrzy¢ sterylng gaza. W przypadku silnego krwawienia zatozy¢ po-
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wyzej rany opaske uciskowa na okres nie dluzszy niz 1 godz. i wezwad
lekarza.

e W przypadku awarii sprzgtu, rozbicia naczyn szklanych lub rozlania badz
rozsypania odczynnika chemicznego o zaistnialtym zdarzeniu nalezy powia-
domié prowadzacego zajecia.

e Po zakoriczeniu ¢wiczen nalezy uporzadkowad stanowisko pracy oraz staran-
nie umyc¢ rece.
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