Datum: Casovy priebeh Stiepenia Anton Repko
16.3.2007 ielatiny trypsinom BCHPV/2

Uvod

Enzym trypsin (EC 3.4.21.4) hydrolyticky &tiepi niektoré peptidové vézby v bielkovinach.
V tejto tlohe som skiimal mnozstvo rozstiepenych peptidovych véizieb v Zelatine v zavislosti
na ¢ase pri 37 °C. Na zastavenie reakcie som pridal roztok formaldehydu, ¢im sa inaktivoval
enzym a zaroven sa zamaskovali aminoskupiny, ¢o umoznilo stanovit uvolnené karboxylové
skupiny titraciou 0,1 M roztokom hydroxidu sodného. Nasledne som spotrebované mnozstva
NaOH vyniesol do grafu a zo smernice v bode ¢ = 0 urcil pociato¢nu rychlost reakcie.

Aparatiara

automaticka byreta s 0,1 M NaOH, neutralny 40% roztok formaldehydu, 0,5% alkoholicky
roztok fenolftaleinu, 11 Erlenmayerovych baniek po 100 ml, 50 ml kadic¢ka, 50 ml odmerny
valec, 10 ml pipeta, automaticka pipeta na 10-1000 I so Spickou, termostat, stopky

Postup

Do malej kadicky som navézil 0,200 g trypsinu, pridal 10,0 ml vody a pomaly miesal do
rozpustenia. Do Erlenmayerovych baniek som odmeral po 25 ml 5% roztoku Zzelatiny,
odpipetoval po 1,5 ml roztoku fenolftaleinu a zneutralizoval do slabo ruzového sfarbenia 0,1
M roztokom NaOH. Priemerne bolo na toto potrebnych 2,70 ml hydroxidu. Banky a kadicku
s enzymom som vloZil do termostatu na 37 °C. Potom som do baniek so zelatinou pridaval
po 0,5 ml roztoku trypsinu a reakciu som po rozne dlhych ¢asovych intervaloch zastavil
pridavkom 5 ml roztoku formaldehydu. Vysledné zmesi som titroval do slabo ruzového

zafarbenia.
Vysledky
¢ [min] o | 1t | 2 | 3 ] 5 |10]15] 2 | 30| 45 | 60
Viaon |ml] 3,20 [ 3,60 | 3,90 | 4,00 | 4,35 | 4,75 | 5,05 | 5,15 | 5,55 | 5,85 | 6,10
Vaaor — Vo [ml] | 0,00 | 0,40 | 0,70 | 0,80 | 1,15 | 1,55 | 1,85 | 1,95 | 2,35 | 2,65 | 2,90
Mnozstvo spotrebovaného NaOH v zavislosti na Case
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Namerané aktivita 1 g trypsinu v 4,2% Zzelatine (po zaratani pridanych roztokov):

Y dVNaOH ~ CNaOH —0.35. 0,1 1 -1
dt Mirypsin ’ 0,01

Zaver

Mnozstvo $tiepitelnych peptidovych vézieb ubtuda pomerne rychlo, ¢o sa prejavilo spoma-
lenim rychlosti reakcie pri dlhgich ¢asoch, kedy uz enzym mé mensie mnozstvo substratu.
Na presnejSie vyhodnotenie pociato¢nej rychlosti reakcie by bolo treba vykonat experiment

s niz§imi koncentraciami enzymu, pripadne va¢sim mnozstvom zelatiny.

Odpovede na kontrolné otazky

1.

Zelatina je Ciastoc¢ne hydrolyzovany kolagén z kosti a koze prezuvavcov, oSipanych a
hydiny.

. Reakcia glycinu s formaldehydom:
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. Pred zacatim reakcie sa titruje hydroxidom sodnym, aby bolo dosiahnuté alkalické

prostredie, ktoré je optimalne pre ¢innost trypsinu.



