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TEMA

ENZYMY

Uloha 27:

Stiepenie bielkovin pepsinom

Princip:

Pepsin (EC 3.4.23.1) je hlavny proteolyticky enzym zaludocnej stavy
(M, = 34 000 g/mol). Jeho aktivita je najvyssia v kyslom prostredi (pH optimum
1,3 — 2,5). Stiepi bielkoviny vmitri peptidového retazca (endopeptidiza), pred-
nostne vizby aromatickych (Phe, Tyr) aminokyselin. Vysledkom je zmes peptidov
s molekulovou hmotnostou 600 az 3 000 g/mol, oznacovana aj ako peptony (pou-
Zivaju sa napr. na pripravu bakterialnych pod).

Ucinok pepsinu budeme demonstrovat na mliecnej bielkovine kazein, ktory sa
bezne vyskytuje vo forme miciel dispergovanych v mlieku (tejto forme sa zasta-
rane hovori kazeinogen). Jeho vyzrazana (koagulovana) forma (znama aj ako
parakazein), ktord je hlavnou zloZkou mliecnych vyrobkov — tvarohu a syrov,
vznika ucinkom chymozinu (enzymu nachadzajuceho sa v Zaludku cicavcov). Po-
sobenim pepsinu sa kazein postupne Stiepi na mensie peptidy, ktoré sa stavaju
rozpustnymi. Tie je mozné vroztoku dokazat pomocou  biuretovej
a ninhydrinovej reakcie. Pepsin nebude ucinkovat po jeho povareni (denaturdcia
teplom) ani v alkalickom prostredi.

Reagencie:

. maly kuasok (0,5 g) suchého tvarohu

. roztok pepsinu (2 % v 0,1 M kyseline chlorovodikove;j)
. 1 % roztok hydroxidu sodného

. 0,1 M roztok kyseliny chlorovodikovej

. biuretové ¢inidlo

. ninhydrinové €inidlo
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Material:

sklenené pipety s nadstavcom, skimavky, stojan na skiimavky, filtracny lievik,
skladany filter, termostat, laboratdrna trepacka, vari¢, hrniec s vodou

Postup:

Do oznacenych skiimaviek pipetujeme roztoky podl'a tabulky 4.4.

TABULKA 4.4 1 2 3 4

roztok pepsinu [ml] — 3 3 3

0,1 M roztok HCI [ml] 3 — 3 3

10 min pova-
rit’, ochladit’

1 % roztok NaOH [ml]

3 _ _

destilovana H>,O [ml] 3 — - _

Do kazdej skiimavky vloZzime maly kusok tvarohu (kazein). VSetky skimavky
inkubujeme v termostate pri 38 °C po dobu 30 minat. Po tomto Case vizualne
vyhodnotime zmeny v skimavkach. Nakoniec obsah vSetkych skamaviek prefil-
trujeme a s jednotlivymi filtrdtmi urobime biuretovli a ninhydrinova reakciu.
(Postup: vid’ loha 1)

Vyhodno-
tenie:

Zaznamename a vysvetlime sfarbenia v jednotlivych skimavkach.
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