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TEMA

ENZYMY

Uloha 25:

Casovy priebeh enzymom katalyzovanej reakcie: $tiepenie Zelatiny trypsinom

Princip:

Trypsin (EC 3.4.21.4) ma molekulovii hmotnost 24 000 g/mol. Patri medzi
hydrolazy, ktorého pH optimum je 7 az 9, teda slabo alkalické prostredie. Posobi
na peptidové vizby susediace s lyzylovymi a arginylovymi aminokyselinovymi
zvySkami peptidového retazca (Lys — X, Arg — X):
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Pri tejto hydrolyze sa uvolnuju karboxylové skupiny (—-COOH), ktoré mozno sta-
novit' formolovou titraciou podla Sorensena. Stiepenie prebieha v alkalickom
prostredi pri 38 °C. Zastavuje sa pridavkom formaldehydu, ktory inaktivuje
enzym. Stanovenim karboxylovych skupin uvol’nenych za rozny cas pésobenim
enzymu mozno sledovat’ Casovy priebeh reakcie.

Reagencie:

1. 5 % roztok Zelatiny

2. 2 % roztok trypsinu (denne Cerstvy, uchovavany v chladnicke)

3. 0,05 M roztok hydroxidu sodného

4. zneutralizovany 4 % roztok formaldehydu (niekolko kvapiek fenolftale-
inu + NaOH do slaboruzového sfarbenia — 320 mi H>O + 40 ml 36 %
formaldehydu)

5. 0,1 % etanolovy roztok fenolftaleinu (farebny prechod pri pH 8,2 — 9,8)

Material:

Erlenmayerove banky s objemom 100 ml (7 ks), sklenené pipety s nadstavcom,
termostat, byreta s objemom 25 ml

Postup:

Do siedmich oznacenych Erlenmayerovych baniek s objemom 100 ml odpi-
petujeme po 10 ml roztoku zelatiny (substrat) a pridime po 4 kvapky fenolfta-
leinu. Roztoky zneutralizujeme pridavkom 0,05 M NaOH do rovnakého svetlo-
ruzového sfarbenia vo vSetkych bankach (priddme rovnaky objem NaOH, napr.
po 3 ml). Potom banky i skimavku s trypsinom (enzym) vloZime do termostatu
vyhriateho na teplotu 38 °C. Reagencie inkubujeme priblizne 10 min.

Po uplynuti 10 min vyberieme prva banku, do ktorej z pipety rychlo pridime
0,25 ml roztoku trypsinu, zmes premieSame, zaznamename ¢as a dame spat’ do
termostatu. Pocas Stiepenia Zelatiny trypsinom, zmes straca povodné ruzové
sfarbenie v dosledku tvorby kyslych a-COOH skupin, ktoré znizuju pH (roztok
fenolftaleinu je prikyslom pH bezfarebny). Presne po 1 min vyberieme
z termostatu prvi banku a do zmesi priddme 2,5 ml roztoku formaldehydu,
ktory reakciu zastavi. Obsah banky premieSame a titrujeme 0,05 M NaOH do
svetloruzového sfarbenia. Takto stanovime obsah o—COOH skupin v Case
f1=1 min.

Podobnym spo6sobom urobime stanovenia pre ¢asy 3, S, 10, 20, 30 a 45 min a
zaznamename prislusné spotreby NaOH.

Vyhodnote-
nie:

Spotreby NaOH (os y) pre jednotlivé Casy vynesieme do grafu oproti Casu
(os x) a takto ziskanymi bodmi prelozime krivku.
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