Vasim ukolem je pripravit 500 ml 50mM acetatového pufru o pH 6,0. Mate k
dispozici 75 % kyselinu octovou (Mw 60,05 g/mol, 1,055 g/cm?®, pKa 4,76) a octan
sodny (Mw 82,0343 g/mol).

Vypracujte postup, podle kterého bude i laik schopen pripravit tento pufr
(navazky, objemy, postup).



Purifikace isositratdehydrogenasy z bakterie Enterococcus probihala v Ctyfech krocich. Po
kazdém purifikacnim kroku byla stejnym zplisobem promérena jeji aktivita v ziskanych
frakcich a rovnéz zmérena koncentrace proteinu viz. tabulka. Spocitejte stupen precisténi a
vytézek purifikace.

zmérena aktivita s

50 pl enzymu . stupen
Hilgions v reakeni smési VImi ¢ g {me/mll vytezek precisténi
[nkat]
po dezintegraci 1 10 0,8
srazeni (NH,),SO, 1,2 7,5 0,48
HIC 0,325 20 0,104
GC 0,5 10 0,125

AC 0,6 5 0,032



Aktivita isocitratdehydrogenasy byla mérena s vyuzitim isocitratu jako substratu. Reakcéni smés obsahovala 0,2 pl
vzorku isocitratdehydrogenasy (koncentrace 4 mg/ml), 0,3 ul 20mM roztoku isocitratu, 0,2 ul 30mM NAD* a 0,5 pl
50 mM Tris pufru pH 8,2. Reakce probihala 5 minutu pri 37 °C a byl sledovan prirlistek absorbance v 1 cm kyveté pfi
340 nm. Molarni extinkcni koeficient NADH pri 340 nm je 6 220 M-lcm. Po odecteni slepého pokusu jste ziskali
absorbanci 1,0. Jaka je aktivita a specificka aktivita isocitratdehydrogenasy?
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