Probenaufschluss
(schoten, mixen, mahlen)

Extraktion
(in wassrigem Puffer; >= 30 min.)

Feststoffe abtrennen
(Filtrieren)

Enzym Rohextrakt
(Aliquot aufheben!!)

AmmoniumSulfat Fallung 1
(>=30 min.)

Zentrifugation 1
(Pellet 1 aufheben!!
Aliquot von Uberstand aufheben!!)

AmmoniumSulfat Fallung 2
(iber Nacht)

Woche 1 - Enzymreinigung 1

Zentrifugation 2
Pellet 2 aufheben!!
Aliquot von Uberstand 2 aufheben!!

Resupendieren Pellets 1 & 2
(in wassrigem Puffer)

Dialyse:
Re-supendierte Pellets 1 & 2
(Aliguote Uberstand 1 & 2 aufheben!!)

Vorbereitungen:

Enzymaktivitatsbestimmung
Gesamtproteinbestimmung
(Kalibrationsgerade)

Dialyse - Pufferwechsel
(weiter Giber Nacht)

Dialyse beenden
(ev. zentrifugieren)

Enzymaktivitatsbestimmungen:

Dialysierte Pellets 1 & 2
(ev. Dial. Uberstinde 1 &2,
Rohextrakt)

Grobverdiinnungen f.
Arbeitsbereiche

Feinverdiinnungen f.
Linearitat und
Aktivitatsberechnung

Ziel: U/mL
Dialysierte Pellets 1 & 2

Aliquote fiir Lagerstabilitat
©@ -20°C,4°C,RT

Dialysierte Pellets 1 & 2
(ev. Dial. Uberstinde 1 & 2,
Rohextrakt)

Gesamtproteinbestimmungen:

Dialysierte Pellets 1 & 2
(ev. Dial. Uberstinde 1 & 2,
Rohextrakt)

Ziel: U/mg Gesamtprotein
Dialysierte Pellets 1 & 2




4 Gruppen
Vorbereitungen
SDS-PAGE

SDS-PAGE
(Pellet 1 & 2,
Uberstand1 & 2,
Rohextrakt)

Woche 2 - Enzymreinigung 2

4 Gruppen
Vorbereitungen
FPLC

>=50 FPLC
Fraktionen

(Gruppen werden geteilt — je 4 Gruppen gelb und 4 Gruppen blau)

Semi-
quantitative
Enzymaktivitats
bestimmung
(96-well Format)

Semi-
quantitative
Gesamtprotein
bestimmung
(96-well Format)

FPLC-Fraktionen

Pool - aktive
FraktionEN

Aliquote fiir Lagerstabilitat
©@ -20°C,4°C,RT

FPLC-Pool (Zeitpunkt 1)

Gesamtproteinbestimmung:

FPLC-Pool

Enzymaktivitdtsbestimmung:

FPLC-Pool

Ziel: U/mg Gesamtprotein
FPLC-Pool




Aliquote fiir Lagerstabilitat
@ -20°C,4°C,RT

FPLC-Pool (Zeitpunkt 2)

pH-Optimum
Temperatur-Optimum

(FPLC-Pool)

Woche 3 - Enzymkinetik

Km-Wert Bestimmung

Tag1
(FPLC-Pool)

Km-Wert Bestimmung

Tag 2
(FPLC-Pool)

Lagerstabilitaten

Dialysierte Pellets 1 & 2
(ev. Dial. Ubersténde 1 & 2,
Rohextrakt)

FPLC-Pool
(Zeitpunkt 1, 2 und aktuell)
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