Spaltning af albumin med pepsin

Pepsin er trivialnavnet for mavesaftens protease, dvs. mavesakkens proteinspatende enzym. Det
gpalter (hydrolyserer) proteinmolekylerne til polypeptider. hvorved oplgseligheden i vand gges.
Opgaven i denne gvelse er a bestemme hydrolysens hastighed ved forskellige pH-veadier og ved
tilstedevaarelsen af et par metasalte.

Materialer

Pepsinoplasning: En 0,1% pepsinoplasning tilberedes (findes faadiglavet i laboratoriet). Hvert hold
kslabruge 50 ml.

Albumin: 5 ml agggehvide fra et hansessg blandes med 10 ml vand og blandingen opvarmes i et
baggerglas under omrearing. Der fortsadtes til blandingen bliver stagkt grumset pa grund af
(albuminets) koagularing. Baegerglasset fjernes da straks fra varmepladen. Oplasningen skal vaae
safrisk som muligt og laves farst, nér den er klar til at blive anvendt.

Fremgangsmade
Til ni nummererede reagensglas tilsadtes falgende:

1| 2 3| 4 5 6 | 7 8 9 Egnet pipette

Hcl, 1M, ml 20(12|05|01| - - 1051(05]| 05 | 1ml maepipette
Eddikesyre, 0,2 M,| - - - - | 50| - - - - | 5ml fuldpipette
ml
30(38|45|49| - |50(41|41| 95| 5ml maepipette
Vand, destilleret, ml
50|50(50|50|50]|50]|50(|50]| - | 5mlfuldpipete
Pepsinoplasning, mi
- - - - - - 104 - - = 8 draber
HgCl», 0,1 M, ml
- - - - - - - 104| - = 8 drdber

Pb(NOg)z, 01M, ml
1,0/10(10(10|10| 10|10 |10/ 1,0 | 5ml maepipette
Albumin, ml
Samlede rumfang 11,0{11,0|11,0{11,0/11,0{11,0|11,0(11,0| 11,0

Absorbans

pH

Tilsaa albuminsuspensionen s& samtidigt som muligt i alle reagensglassene. Notér tidspunktet for
tilssgningen. Ryst reagensglassne efter tilsagningen til alle 9 glas. Forseget gennemfere ved
stuetemperatur, som aflaeses pa et termometer. |lagttag glassene hele tiden og find det glas som farst
bliver klart (det grumsede denaturerede albumin hydrolyseres). Notér tidspunktet.

Sa hurtigt som muligt anbringes det reagensglas, som faerst klarer op i spektrofotometeret, som i
forvgien er varmet op, og indstillet pa blét lys (350 nm). Dette reagensglas bruges som den blanke,
hvormed galvanometeret nulstilles. Ma i hurtig raskkef@lge de avrige glas absorbans. Begynd med
de mest klare glas, ut med de mest grumsede.



Til sidst bestemmes pH i samtlige reagensglas.

| rapporten gnskes en graf, der viser sammenhaangen mellem pH og absorbansen.

Desuden skal der tages stilling til f@lgende spargsmal:

1. Hvad er den optimale pH-vaadi for pepsinets aktivitet?

2. Hvilken konklusion kan der drages ud fra resultatet i reagensglas nr. 7?

3. Hvilken konklusion kan der drages ud fra resultatet i reagensglas nr. 8?

4. Hvilken konklusion kan der drages ud fraresultatet i reagensglas nr. 9?

5. | reagensglas nr 6 og nr 9 er der ikke foregaet nogen hydrolyse. Forskellen i grumsethed haanger
sammen med, at proteiner er tungtopleselige ved det isoelektriske punkt. | hvilket af glassene

findes der en pH-vaadi, som ligger naamest albuminets isoel ektriske punkt?
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