
HydrolazyHydrolazy-- peptydazy peptydazy 
(pepsyna, trypsyna)(pepsyna, trypsyna)



Cel Cel ććwiczewiczeńń::

�� Ocena wpOcena wpłływu pH ywu pH śśrodowiska na aktywnorodowiska na aktywnośćść
pepsynypepsyny

�� Ocena aktywnoOcena aktywnośści trypsyny na podstawie ci trypsyny na podstawie 
iloilośści strawionego biaci strawionego białłka mierzonego metodka mierzonego metodąą
biuretowbiuretowąą



E.C.3.3.4.4.1 PepsynaE.C.3.3.4.4.1 Pepsyna



WystWystęępowanie:powanie:

•• Proteaza soku Proteaza soku ŜŜoołąłądkowegodkowego

•• Produkowana przez komProdukowana przez komóórki grki głłóówne bwne błłony ony 
śśluzowej luzowej ŜŜoołąłądkadka

•• PostaPostaćć nieaktywna (preenzym)nieaktywna (preenzym)--
PepsynogenPepsynogen



Aktywacja:Aktywacja:

•• Proces spontaniczny przy pH poniProces spontaniczny przy pH poniŜŜej 5 w trzech ej 5 w trzech 
etapachetapach

•• KwaKwaśśne ne śśrodowisko rodowisko ŜŜoołąłądka zapewnia obecnodka zapewnia obecnośćść
HClHCl

•• OdciOdcięęcie cie łłaańńcucha 44 aminokwascucha 44 aminokwasóów powoduje w powoduje 
odsodsłłonionięęcie kwasu glutaminowego znajdujcie kwasu glutaminowego znajdująącego cego 
sisięę w centrum aktywnym enzymuw centrum aktywnym enzymu

•• Optimum pH 1Optimum pH 1--22



PEPSYNAPEPSYNA PEPSYNOGENPEPSYNOGEN



DziaDziałłanie:anie:

•• Hydrolaza peptydyloHydrolaza peptydylo--peptydpeptydóów w 
rozkrozkłładajadająąca wica wiąązania peptydowe biazania peptydowe białłek ek 
za wyjza wyjąątkiem keratyn i protamintkiem keratyn i protamin

•• Preferuje wiPreferuje wiąązania utworzone pomizania utworzone pomięędzy dzy 
fenyloalaninfenyloalaninąą i tyrozyni tyrozynąą z innymi z innymi 
aminokwasami oraz leucynaminokwasami oraz leucynąą i kwasem i kwasem 
glutaminowym glutaminowym 



E.C.3.4.4.4. TrypsynaE.C.3.4.4.4. Trypsyna



WystWystęępowanie:powanie:

•• Proteaza soku trzustkowegoProteaza soku trzustkowego

•• Produkowana przez komProdukowana przez komóórki trzustki w rki trzustki w 
formie nieaktywnejformie nieaktywnej-- trypsynogenutrypsynogenu



Aktywacja:Aktywacja:

•• NiezbNiezbęędny jest udziadny jest udziałł enterokinazyenterokinazy-- enzym enzym 
produkowany przez bprodukowany przez błłononęę śśluzowluzowąą
dwunastnicydwunastnicy

•• Jest to proces autokatalitycznyJest to proces autokatalityczny

•• Odcinany jest fragment 6Odcinany jest fragment 6--ciu ciu 
aminokwasaminokwasóów powodujw powodująąc odsc odsłłonionięęcie cie 

w centrum aktywnym ukw centrum aktywnym ukłładu Gliadu Gli-- AspAsp--
SerSer--GliGli

•• Optimum pH 7Optimum pH 7--99



TRYPSYNATRYPSYNA TRYPSYNOGENTRYPSYNOGEN



DziaDziałłanie:anie:

•• Hydrolaza peptydyloHydrolaza peptydylo--peptydpeptydóów w 
katalizujkatalizująąca rozpad wica rozpad wiąązania peptydowego zania peptydowego 
utworzonego przez lizynutworzonego przez lizynęę i arginini argininęę z z 
innymi aminokwasamiinnymi aminokwasami



E.C.3.4.4.4. ChymotrypsynaE.C.3.4.4.4. Chymotrypsyna

•• DziaDziałłanie nie jest do koanie nie jest do końńca poznane, ca poznane, 
prawdopodobnie rozkprawdopodobnie rozkłłada wiada wiąązania zania 
utworzone przez aminokwasy aromatyczneutworzone przez aminokwasy aromatyczne



Hormony:Hormony:

•• W trawieniu biaW trawieniu białłek niezbek niezbęędny jest udziadny jest udziałł::

�� Gastryny pobudzajGastryny pobudzająącej sekrecjcej sekrecjęę HClHCl

�� Sekretyny pobudzajSekretyny pobudzająącej wydzielanie soku cej wydzielanie soku 
trzustkowego, w kttrzustkowego, w któórym zapewnia obecnorym zapewnia obecnośćść
odpowiedniej iloodpowiedniej ilośści wody i jonci wody i jonóów HCOw HCO33

--

�� Pankreozyminy wpPankreozyminy wpłływajywająącej na wydzielanie soku cej na wydzielanie soku 
trzustkowego oraz perystaltyktrzustkowego oraz perystaltykęę przewodu przewodu 
pokarmowegopokarmowego



WchWchłłanianie aminokwasanianie aminokwasóów:w:

•• NiezbNiezbęędna jest obecnodna jest obecnośćść PLP oraz jonPLP oraz jonóów w 
MnMn

•• Najszybciej wchNajszybciej wchłłaniana jest cysteina, aniana jest cysteina, 
natomiast najwolniej wchnatomiast najwolniej wchłłaniany jest kwas aniany jest kwas 
glutaminowy i kwas asparaginowyglutaminowy i kwas asparaginowy



Zadanie 1Zadanie 1

Badanie aktywnoBadanie aktywnośści pepsyny w rci pepsyny w róóŜŜnych warunkach pHnych warunkach pH

Wykonanie.Wykonanie. Do probDo probóówek oznaczonych 1, 2, 3, 4 odmierzywek oznaczonych 1, 2, 3, 4 odmierzyćć
po 2 cm3 pepsyny. Probpo 2 cm3 pepsyny. Probóówkwkęę nr 4  ogrzanr 4  ogrzaćć nad palnikiem nad palnikiem 
(inaktywacja pepsyny). Do pozosta(inaktywacja pepsyny). Do pozostałłych probych probóówek dodawek dodaćć: : 

�� 1 1 -- 2 cm2 cm33 0,2 mol/dm0,2 mol/dm33 HClHCl

�� 2 2 -- 2 cm2 cm3 3 1 mol/dm1 mol/dm33 CHCH33 COOHCOOH

�� 3 3 -- 2 cm2 cm33 buforu o pH 7,2buforu o pH 7,2

NastNastęępnie do wszystkich 4 probpnie do wszystkich 4 probóówek dodawek dodaćć niewielkniewielkąą porcjporcjęę
biabiałłka. Prka. Próóby wstawiby wstawićć do do łłaaźźni wodnej o temp. 37ni wodnej o temp. 37°°C. Po C. Po 
godzinnej inkubacji obejrzegodzinnej inkubacji obejrzećć prpróóby.  Podaby.  Podaćć nr probnr probóówki, w wki, w 
ktktóórej biarej białłko ulegko uległło strawieniu?o strawieniu?



Zadanie 2Zadanie 2
Badanie aktywnoBadanie aktywnośści trypsynyci trypsyny

Wykonanie.Wykonanie. Do 3 probDo 3 probóówek wirwek wiróówkowych oznaczonych 1, 2, 3 odmierzywkowych oznaczonych 1, 2, 3 odmierzyćć po 1 cmpo 1 cm33

30%  TCA. W oddzielnej prob30%  TCA. W oddzielnej probóówce wce „„ AA”” przygotowaprzygotowaćć ukukłład inkubacyjny ad inkubacyjny 
skskłładajadająący sicy sięę z 4 cmz 4 cm33 1% kazeiny w 0,1 mol/dm3 NaHCO3 oraz 1 cm3 trypsyny. 1% kazeiny w 0,1 mol/dm3 NaHCO3 oraz 1 cm3 trypsyny. 
ZawartoZawartośćść zmieszazmieszaćć. Po tej czynno. Po tej czynnośści natychmiast pobraci natychmiast pobraćć 1 cm3 tej mieszaniny do 1 cm3 tej mieszaniny do 
probprobóówki wirwki wiróówkowej oznaczonej  nr 0. wkowej oznaczonej  nr 0. 

PozostaPozostałłoośćść mieszaniny w probmieszaniny w probóówce wce „„ AA”” inkubowainkubowaćć przez 10 min. w temp. 37przez 10 min. w temp. 37°°C. Po C. Po 
10 min. pobra10 min. pobraćć po 1 cmpo 1 cm33 tej mieszaniny do probtej mieszaniny do probóówek wirwek wiróówkowych  nr 1 i 2. wkowych  nr 1 i 2. 
PrPróóby 0, 1, 2 odstawiby 0, 1, 2 odstawićć na 10 min. a nastna 10 min. a nastęępnie wirowapnie wirowaćć 15 min. z u15 min. z uŜŜyciem siyciem siłły         y         
2 000 x g. Po wirowaniu supernatant wyla2 000 x g. Po wirowaniu supernatant wylaćć. . 

Do osadu dodaDo osadu dodaćć 1 cm1 cm3 3 1 mol/dm1 mol/dm33 NaOH, a po rozpuszczeniu siNaOH, a po rozpuszczeniu sięę osadu, dodaosadu, dodaćć 4 cm4 cm33

odczynnika miedziowego. Zmieszaodczynnika miedziowego. Zmieszaćć zawartozawartośćść i pozostawii pozostawićć w temp. pokojowej na w temp. pokojowej na 
okookołło  20 min.o  20 min.

W tym czasie przygotowaW tym czasie przygotowaćć prpróóbbęę „„ śśleplepąą”” (odczynnikow(odczynnikowąą) ) –– 4 cm4 cm33 odczynnika odczynnika 
miedziowego i 1 cmmiedziowego i 1 cm33 wody dest. Odczytawody dest. Odczytaćć absorbancjabsorbancjęę prpróób 0, 1, 2  przy db 0, 1, 2  przy dłługougośści ci 
fali 540 nm wobec prfali 540 nm wobec próóby by „„ śślepejlepej”” . Zawarto. Zawartośćść biabiałłka w badanym roztworze ka w badanym roztworze 
odczytaodczytaćć z krzywej wzorcowej.z krzywej wzorcowej.


