700 mg sojine moke suspendiras v ekstrakcijskem pufru (skupen volumen suspenzije je
70 ml). Po koncani ekstrakciji odvzames 1 ml ekstrakta (suspenzije) in ga prelijes v 25
ml bucko ter razredcis z destilirano vodo. Nato naredis test encimske aktivnosti tripsina
(tripsin + substrat + voda) in primerjas dobljeno absorbanco po desetih minutah z
meritvijo kjer si poleg tripsina in substrata namesto vode dodal 1,5 ml razredcenega
ekstrakta. V epruveti kjer si imel samo tripsin in substrat je absorbanca pri 410 nm
0,38. V primeru, ko si poleg encima in substrata dodal Se ekstrakt je absorbanca pri 410
nm 0,11! Izracunaj koliko tripsinskih enot vsebuje 1 mg soje (TIU/mg)! Ali je meritev
dobro izpeljana? Ce so potrebne kaksne spremembe v izvedbi eksperimenta, predlagaj,
kaj bi bilo potrebno narediti, da bi bil rezultat bolj pravilen?
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2. TIU = (At - Av)/0,01 = (0,38 — 0,11)/0,01 = 27
3. TIU/mg = (TIU)/mg = 27/0,6mg = 45 TIU/mg

4. Da bi bil rezultat Se bolj pravilen bi morali ekstrakt Se bolj razredciti.
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0,695 g sojine moke suspendiras v ekstrakcijskem pufru (skupen volumen suspenzije je
50 ml). Po koncani ekstrakciji odvzames 2 ml ekstrakta (suspenzije) in ga prelijes v 25
ml bucko ter razredcis z destilirano vodo. Nato naredis test encimske aktivnosti tripsina
(tripsin + substrat + voda) in primerjas dobljeno absorbanco po desetih minutah z
meritvijo kjer si poleg tripsina in substrata namesto vode dodal 1,5 ml razredcenega
ekstrakta. V epruveti kjer si imel tripsin in substrat je absorbanca pri 410 nm 0,45. V
primeru, ko si poleg encima in substrata dodal Se ekstrakt, je obsorbanca pri 410 nm
0,24! Izracunaj koliko tripsinskih enot vsebuje 1 mg soje (TIU/mg)!
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2. TIU = (At— Av)/0,01 = (0,45 — 0,24)/0,01 = 21
3. TIU/mg = (TIU)/mg = 21/1,67 mg = 12,57 TIU/mg
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3. NACIN (TIU/mg in TIU/ml)
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0,471 g sojine moke suspendiras v ekstrakcijskem pufru (skupen volumen suspenzije je
50 ml). Po koncani ekstrakciji odvzames 2 ml ekstrakta (suspenzije) in ga prelijes v 25
ml bucko ter razredcis z destilirano vodo. Nato naredis test encimske aktivnosti tripsina



(tripsin + substrat + voda) in primerjaS dobljeno absorbanco po desetih minutah z
meritvijo kjer si poleg tripsina in substrata namesto vode dodal 2,5 ml razredcenega
ekstrakta. V epruveti kjer si imel samo tripsin in substrat je absorbanca pri 410 nm
0,45. V primeru, ko si poleg encima in substrata dodal Se ekstrakt, je absorbanca pri 410
nm 0,17! Izracunaj koliko tripsinskih enot vsebuje 1 mg soje? Eksperimentalni podatki
kaZejo na to, da bi bilo potrebno pri eksperimentu nekaj spremeniti. Pojasni kaj je
narobe in kako bi to popravil!
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4. Masa ekstrakta v 1,5 ml-> 471 mg ......... 50 ml X i (471 mg x 2 ml)/50 ml
=18,84 mg
Xmg......... 2ml
18,84 mg ......... 25 ml X =(18,84 mg x 2,5 ml)/25 ml
Xmg......... 2,5 ml =1,88 mg
5. TIU = (At — Av)/0,01 = (0,45 — 0,17)/0,01 = 28

6. TIU/mg = (TIU)/mg = 28/1,88 mg = 14,89 TIU/mg
7. Da bi bil rezultat Se bolj pravilen bi morali ekstrakt Se bolj razredciti.
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Pojasni in izracunaj koliko inhibitornih enot tripsinske aktivnosti bi dolocil, ce bi v 50
ml bucki razredcil 5 ml ekstrakta in ne volumna, ki si ga uporabljal na vajah!



Ce vzamemo 5 ml ekstrakta je absorbanca manj3a, ker nastane manj produkta in je tako TTU
veCja saj se nahaja v 5 ml veliko vec tripsinskega inhibitorja kot v 1 ml in tako ta tripsinski
inhibitor hitreje blokira tripsin, ki ga dodamo. Ce bi Zeleli dose¢i podoben rezultat kot z 1 ml
bi morali 5 ml dodati toliko ve¢ tripsina. Ce pa vzamemo 1 ml kot na vaji, pa je ve¢ produkta
in s tem vecja absorbanca ter manjsi TIU.

Podatki iz vaje: Vz = 50 ml, 5 ml ekstrakta, As = 0,501 Av = 0,246, 1 ml razredcitev koncna
As —Av _ 0,501
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Oznadi ali je trditev pravilna ali ne!
DRZI | NE DRZI
Tripsinski inhibitorji iz soje v prisotnosti tripsina razgrajujejo substrat X
BAPNA.
Prakti¢no vsi tripsinski inhibitorji s toplotno obdelavo izgubijo ucinek. | X
Tripsin dodamo zato, da aktivira tripsinski inhibitor katerega X
doloc¢amo.
V slepem vzorcu, kjer bomo dodali ocetno kislino pred tripsinom, X

bomo izmerili ve¢jo absorbanco kot v vzorcu, kjer bomo zmeSali
substrat BAPNA, tripsin in tripsinski inhibitor ter Sele nato dodali
ocetno Kkislino.

Tripsin je bolj aktiven v Sibko bazi¢nem kot v Sibko kislem okolju. X

Tripsinski inhibitor iz soje razgrajuje substrat BAPNA, vendar X
pocasneje kot tripsin.

Tripsinski inhibitor je pomemben ¢len obrambe rastlin pred skodljivci. | X

Tripsin je pomemben Clen obrambe rastlin pred Skodljivci. X
Tripsinski inhibitor je protein. X
Tripsinski inhibitor je dober kelator za bakrove ione, ki so kofaktorji X
tripsina.

Tripsinski inhibitor je kovalentno modificirana aminokislina.

eltel

Del tripsinskih inhibitorjev iz soje se denaturira v kislem okolju. Ce
reakcijsko zmes v kateri so sojin ekstrakt, tripsin in BAPNA nakisamo
z ocetno kislino, bo nastalo ve¢ obarvanega produkta kot, ce tega ne
naredimo.

Kaj menis koliko TIU bi dolocil v vzorcu v primerjavi s pravo vrednostjo, ce bi reakcijo
izvajal pri sobni temperaturi in ne pri 37 °C in Ce bi reakcijo izvajal pri 45 °C in ne pri
37 °C? Pri drugi moznosti predpostavljamo, da se tripsin in tripsinski inhibitor pri 45
°C ne denaturirata.
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Ce reakcijo izvajamo pri sobni temperaturi, kar pomeni, da delamo v okolju s temperaturo
okoli 22 °C, je to temperatura, ki je niZja od 37 °C oz. CloveSke temperature. Ker ima
temperatura ne encime velik vpliv to za na$ sistem pomeni, da bomo dobili v doloCenem casu
manj TIU v vzorcu, saj encimi pocasneje delujejo to pa zaradi tega, ker ni toplotne energije, ki
bi pospesila interakcije med encimom in substratom. Pri niZji temperaturi se encim in substrat
teZje najdeta.

Popolnoma drugace je, Ce temperaturo medija nekoliko dvignemo (ne prevec, da ne
denaturiramo encimov) saj s tem doseZemo vecjo aktivnosti encima in ve¢ interakcij med
substratom in encimom. Tako bo nastalo veC produktov in posledi¢no viSja absorbanca ter
tako vecje Stevilo TIU enot (ker se absorbanca poveca tako slepi probi kot vzorcu).

V soji dolocamo aktivnost tripsinskega inhibitorja na nacin, ki je opisan v skripti. Ali se
izmerjena aktivnost tripsinskega inhibitorja v TIU razlikuje od prave vrednosti, Ce sojin
ekstrakt poleg tripsinskih inhibitorjev vsebuje tudi encime, ki so podobni tripsinu in
prav tako razgrajujejo substrat BAPNA, a niso inhibirani s tripsinskimi inhibitorji.
Pojasni ali to vpliva na izmerjeno aktivnost tripsinskega inhibitorja in odgovor utemelji!

Ti drugi podobni encimi tripsinu vplivajo na rezultat TIU. Glavni razlog za napacen rezultat je
v tem, da tripsinski inhibitor ne more inhibirati tega podobnega encima, kar pomeni, da se
substrat nemoteno razgrajuje naprej in pri tem tvori Se intenzivnejSo barvo produkta.
Posledi¢no izmerimo viSjo absorbanco in tako dolo¢imo manjsSe Stevilo TIU v vzorcu kot jih v
resnici je.

V soji dolocamo aktivnost tripsinskega inhibitorja na nacin, ki je opisan v skripti. Ali se
izmerjena aktivnost tripsinskega inhibitorja v TIU enotah razlikuje od prave vrednosti,
Ce sojin ekstrakt poleg tripsinskih inhibitorjev vsebuje tudi proteine, ki so podobni
BAPNA substratu za tripsin. Peptidi, ki so produkti reakcije ne absorbirajo pri 410 nm



kjer merimo koli¢ino nastalega produkta iz substrata BAPNA. Pojasni ali to vpliva na
izmerjeno aktivnost tripsinskega inhibitorja in odgovor utemelji.

Dodani peptidi vplivajo na dolocitev koncnega TIU v vzorcu in sicer zardi tega, ker
povzrocajo tripsinu dodatno delo, saj poleg osnovnega BAPNA substrata mora razgrajevati Se
te peptide. Posledicno zaradi tega tripsin ne more v doloCenem casu razgraditi toliko BAPNA
substrata kot v odsotnosti teh peptidov. Ker ne uspe razgraditi toliko BAPNA substrata je v
vzorcu tudi manj obarvanih produktov kar vpliva na niZjo absorbanco in posledi¢no na Stevilo
TIU enot. V tem primeru bi dolocili, da je v vzorcu veliko Stevilo TIU enot saj so hitro
blokirali tripsin ta pa posledicno ni veC razgrajeval substrata na obarvane produkte vendar
vemo, da to ni res, saj so analizo motili peptidi.

Pretvori!
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