
Dátum:16.3.2007 �asový priebeh ²tiepeniaºelatíny trypsínom Anton RepkoBCHPV/2ÚvodEnzým trypsín (EC 3.4.21.4) hydrolytiky ²tiepi niektoré peptidové väzby v bielkovináh.V tejto úlohe som skúmal mnoºstvo roz²tiepenýh peptidovýh väzieb v ºelatíne v závislostina £ase pri 37 ◦C. Na zastavenie reakie som pridal roztok formaldehydu, £ím sa inaktivovalenzým a zárove¬ sa zamaskovali aminoskupiny, £o umoºnilo stanovi´ uvo©nené karboxylovéskupiny titráiou 0,1 M roztokom hydroxidu sodného. Následne som spotrebované mnoºstváNaOH vyniesol do grafu a zo smernie v bode t = 0 ur£il po£iato£nú rýhlos´ reakie.Aparatúraautomatiká byreta s 0,1 M NaOH, neutrálny 40% roztok formaldehydu, 0,5% alkoholikýroztok fenolftaleínu, 11 Erlenmayerovýh baniek po 100 ml, 50 ml kadi£ka, 50 ml odmernývale, 10 ml pipeta, automatiká pipeta na 10-1000 l so ²pi£kou, termostat, stopkyPostupDo malej kadi£ky som naváºil 0,200 g trypsínu, pridal 10,0 ml vody a pomaly mie²al dorozpustenia. Do Erlenmayerovýh baniek som odmeral po 25 ml 5% roztoku ºelatíny,odpipetoval po 1,5 ml roztoku fenolftaleínu a zneutralizoval do slabo ruºového sfarbenia 0,1M roztokom NaOH. Priemerne bolo na toto potrebnýh 2,70 ml hydroxidu. Banky a kadi£kus enzýmom som vloºil do termostatu na 37 ◦C. Potom som do baniek so ºelatínou pridávalpo 0,5 ml roztoku trypsínu a reakiu som po r�zne dlhýh £asovýh intervaloh zastavilprídavkom 5 ml roztoku formaldehydu. Výsledné zmesi som titroval do slabo ruºovéhozafarbenia.Výsledky
t [min℄ 0 1 2 3 5 10 15 20 30 45 60

VNaOH [ml℄ 3,20 3,60 3,90 4,00 4,35 4,75 5,05 5,15 5,55 5,85 6,10
VNaOH − V0 [ml℄ 0,00 0,40 0,70 0,80 1,15 1,55 1,85 1,95 2,35 2,65 2,90MnožstvospotrebovanéhoNaOHvzávislostinačase
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Nameraná aktivita 1 g trypsínu v 4,2% ºelatíne (po zarátaní pridanýh roztokov):
v =

dVNaOH
dt

·

cNaOH
mtrypsín = 0,35 ·

0,1

0,01
= 3,5 mol.s−1g−1ZáverMnoºstvo ²tiepite©nýh peptidovýh väzieb ubúda pomerne rýhlo, £o sa prejavilo spoma-lením rýhlosti reakie pri dlh²íh £asoh, kedy uº enzým má men²ie mnoºstvo substrátu.Na presnej²ie vyhodnotenie po£iato£nej rýhlosti reakie by bolo treba vykona´ experiments niº²ími konentráiami enzýmu, prípadne vä£²ím mnoºstvom ºelatíny.Odpovede na kontrolné otázky1. �elatína je £iasto£ne hydrolyzovaný kolagén z kostí a koºe preºúvavov, o²ípanýh ahydiny.2. Reakia glyínu s formaldehydom:
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+ H+3. Pred za£atím reakie sa titruje hydroxidom sodným, aby bolo dosiahnuté alkaliképrostredie, ktoré je optimálne pre £innos´ trypsínu.
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