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STANOVENI AKTIVITY TRYPSIN INHIBITORU

Ucel a rozsah

Postup je urcen pro stanoveni aktivity trypsin inhibitoru v semenech hrachu a soji.

2

Princip

Provede se extrakce trypsin inhibitori ze vzorku a k extraktu se piida trypsin. Zbytkova
aktivita trypsinu se méfi po pfidani syntetické¢ho substratu BAPNA (No-Benzoyl-DL-arginin
p-nitroanilid hydrochlorid), ktery je trypsinem hydrolyzovan za vzniku p-nitroanilinu.
Mnozstvi uvolnéného p-nitroanilinu se méti spektrofotometricky pii 410 nm.

3

Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
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Destilované nebo deionizovana voda.

TRIS béaze, 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol, (napt. SIGMA 7-9%).
Chlorid véapenaty hexahydrat.

Kyselina chlorovodikové, 35 % (m/m), p(HCI) = 1,18 g/ml.

TRIS puft, ¢ = 0,05 mol/l, pH = 8,2.

Ptiprava: 12,1 g TRIS baze (2) a 8,76 g chloridu véapenaté¢ho (3) se navazi do kadinky
arozpusti v 1800 ml vody (1). Pomoci kyseliny chlorovodikové (4) se pH pufru upravi
na hodnotu 8,2 a roztok se kvantitativné pievede do 2000ml odmérné banky a doplni
vodou (1) po znacku. Roztok se skladuje v lednici po dobu maximaln¢ jednoho tydne.

Ne-Benzoyl-DL-arginin 4-nitroanilid hydrochlorid (BAPNA).
Dimethylsulfoxid.
BAPNA roztok.

Ptiprava: Do kadinky se navazi se 40 mg BAPNA (6), ptida se 1 ml dimethyl sulfoxidu
(7) a rozpusti se v ultrazvukové lazni. Poté se nafedi TRIS pufrem (5), kvantitativné
se pfevede do 100ml odmérné baiikky a doplni po znacku TRIS pufrem (5). Roztok
se pripravuje denné Cerstvy a béhem pouziti se udrzuje pii teploté 37 °C.

Trypsin, z hovéziho pankreasu, aktivita: >10,000 BAEE jednotek/mg proteinu.
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Kyselina chlorovodikova, c(HCI) = 4 mol/I.

Ptiprava: 353 ml kyseliny chlorovodikové (4) se pfidava za stalého michani do asi
600 ml vody (1). Po vytemperovani se v 1000ml odmérné batnice doplni vodou (1)
po znacku.

Kyselina chlorovodikova, c(HCI) = 0,001 mol/I.

Ptiprava: 0,5 ml zfedéné kyseliny chlorovodikové (10) se doplni v 2000ml odmérné
bance po znacku vodou (1).

Trypsin, roztok.

Ptiprava: Navazi se 10 mg trypsinu (9) a kvantitativné¢ se pfevede do 500ml odmérné
baniky pomoci asi 25 ml ziedéné kyseliny chlorovodikové (11). Rozpusti se a doplni
po znacku ziedénou kyselinou chlorovodikovou (11). Roztok se skladuje pii teploté
pfiblizné 4 °C po dobu maximalné jednoho tydne.

Kyselina octova ledova, 99,8 % (m/m), p(CH3;COOH) = 1,05 g/ml.

Kyselina octova, c(CH3COOH) = 30 % (V/V).

Ptiprava: 300 ml kyseliny octové (13) se pfidava za stalého michani do 700 ml vody (1).
Hydroxid sodny, roztok c¢(NaOH) = 0,01 mol/I.

Ptiprava: 0,8 g hydroxidu sodného se rozpusti asi ve 100 ml vody (1), poté se roztok
kvantitativné pievede do 2000ml odmémné banky a po vytemperovani na laboratorni
teplotu se doplni vodou (1) po znacku.

Kyselina chlorovodikova, c(HCI) = 1 mol/I.

Piiprava: Do 100ml odmérné baiky s asi 60 ml vody (1) se pfida 8,8 ml kyseliny
chlorovodikové (4). Po vytemperovani na laboratorni teplotu se doplni vodou (1)
po znacku.

Piistroje a pomiicky

Analytické vahy s ptesnosti 0,0001 g.
Elektromagnetickd michacka.

pH metr.

Vodni lazen s regulaci teploty.

Digitélni stopky.

Spektrofotometr (UV-VIS).

Minittepacka typu Vortex.

Zkumavky, asi 20 ml a 10 ml, stojan na zkumavky.

Filtra¢ni papir nezpevnény, rychla filtrace, napt. FILPAP KA 2.
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5 Postup
5.1 Priprava zkuSebniho vzorku

Vzorek se pomele na vhodném laboratornim mlynku. V priabéhu mleti se dba na to, aby
teplota vzorku nepiekrocila 40 °C. Pokud by hrozilo nebezpeci zahiati vzorku, je mozné
vzorek pomlet s malym mnoZstvim suchého ledu. Vzorky s obsahem tuku vys$Sim nez 2 %
(s6ja) se odtucni extrakei s petroletherem nebo hexanem. Podrobny postup mleti je popsan
v JPP Uprava vzorkd krmiv a rostlinného materialu, kapitola 5.6, postup 60120.1 Uprava
vzorkl luskovin.

5.2 Extrakce trypsin inhibitoru

Do 100ml kadinky se navazi (1 + 0,001) g zkusebniho vzorku. Pfida se magnetické michadlo,
50 ml roztoku hydroxidu sodného (15) a pomalu se micha 3 h pfilaboratorni teploté.
Po ukonceni michani se upravi pH suspenze pomoci ziedéné kyseliny chlorovodikové (16)
na hodnotu v rozmezi 8,4 — 10.

5.3 Stanoveni aktivity trypsin inhibitoru

Pro dalsi stanoveni se pfipravena suspenze vzorku natfedi vodou (1) tak, aby absorbance
testovaciho roztoku, obsahujiciho 1 ml zkusebniho vzorku (suspenze) a 1 ml vody, byla mezi
40 % az 60 % hodnoty absorbance nulového vzorku. Vhodné fedéni suspenze se stanovi
experimentalné, tzn. cast pfipravené suspenze se nafedi, pfipravi se testovaci roztok
obsahujici 1 ml takto nafedéné suspenze a 1 ml vody. Dale se piipravi nulovy vzorek, ktery
obsahuje pouze 2 ml vody a provede se celé stanoveni tak, jak je dale popsano. V zavislosti
na zmétené absorbanci se pak suspenze vhodné natfedi a provede se vlastni stanoveni.

Do 20ml zkumavek se vzdy ve dvou paralelnich stanovenich davkuje (0; 0,6; 1,0; 1,4; 1,8) ml
ziedéné suspenze. Poté se do kazdé zkumavky piidd voda (1) tak, aby celkovy objem
ve zkumavce byl 2 ml.

Do prvni zkumavky se pfidaji 2ml trypsinu (12), obsah zkumavky se zamicha
na minitfepacce, zkumavka se vlozi do vodni 14zné¢ o teplot¢ 37 °C a zapnou se stopky.
Postupné se ptidavaji 2 ml trypsinu (12) do vSech zkumavek. Do vodni lazné¢ se vkladaji
v intervalech 15 s.

Po 10 min (méfeno od vlozeni prvni zkumavky do vodni 14zné) se prvni zkumavka vyjme,
pfidd se do ni 5ml roztoku BAPNA (8) zahtdt¢ho na teplotu 37 °C, zamicha
se na minitfepacce a vlozi zpét do lazné. Vzdy po 15 s se takto piida 5 ml roztoku BAPNA (8)
postupné do vSech zkumavek. Kazda ze zkumavek se necha v 1azni po dobu 10 min.

Po uplynuti 10 min se prvni zkumavka opét vyjme, pfida se 1 ml kyseliny octové (14), ¢imz
se zastavi reakce. Obsah zkumavky se promichd a zkumavka se umisti do stojanu mimo vodni
lazen. Stejnym zpusobem se piida 1 ml kyseliny octové (14) v intervalech 15 s postupné
do vSech zkumavek.

Déle se piipravi slepé pokusy ve dvou paralelnich stanovenich. Pro slepy pokus So
se do zkumavky napipetuji 2 ml vody a pro slepy pokus S; 2 ml zfedéné suspenze vzorku.
Do obou zkumavek se prida 5 ml roztoku BAPNA (8). Obsah zkumavek se zamicha
na minitfepacce a zkumavky se vlozi na 10 min do vodni 1azn¢ o teploté 37 °C. Po uplynuti
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stanovené doby se zkumavky vyjmou z lazn€. Do kazdé se ptidd 1 ml kyseliny octové (14),
obsah zkumavky se zamicha, pak se pfidaji 2 ml trypsinu (12) a opét se zamicha.

Obsah vsech zkumavek vcetné slepych pokust se prefiltruje ptes suchy papirovy filtr do 10ml
zkumavek a zméfi se absorbance takto pfipravenych roztokt pti vinové délce 410 nm.

6  Vypocet a vyjadieni vysledkii

Aktivita trypsin inhibitoru ve vzorku se vyjadfuje v trypsin inhibitorovych jednotkach,
vztazenych na mg vzorku (TIU/mg). Jedna trypsin inhibitorova jednotka (TIU) je definovana
jako pokles absorbance o 0,01 absorban¢ni jednotky, méfeno pii 410 nm v 10 ml reakéni
smési za vySe uvedenych podminek.

TIU/mg se vypocita pro kazdé jednotlivé fedéni (tzn. pti pouziti 0,6 ml, 1,0 ml, 1,4 ml
a 1,8 ml natfedéné suspenze vzorku). Vzhledem k tomu, Ze se provadi paralelni stanoveni,
ziska se 8 hodnot z nichz se vypocita primérna hodnota TIU/mg. Vysledek se zaokrouhli
na jedno desetinné misto.

Vypocet trypsin inhibitorové jednotky v ml nafedéné suspenze vzorku (TIU/ml) se provede
dle vztahu

TIU ) ml = IOOX[(A) _SO)_(AVZ_SZ)]
Y

kde Ao je absorbance nulového vzorku, obsahujiciho 0 ml nafedéné suspenze vzorku a 2 ml
vody,

Avz absorbance roztoku vzorku,

So  absorbance slepého pokusu, obsahujiciho 0 ml nafedéné suspenze vzorku a 2 ml
vody,

S>  absorbance slepého pokusu, obsahujiciho 2 ml nafedéné suspenze vzorku,

Y  objem nafedéné suspenze vzorku pouzity v ptisluSném pokusu v ml.

Aktivita se poté vyjadii v trypsin inhibitorovych jednotkach vztazenych na mg vzorku

TIU/ mix RxV
1000

U/ mg =

kde Vje puvodni objem extraktu (suspenze), tzn. 50 ml,

1000  konverzni faktor pro piepocet z g na mg,
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R fedici faktor, zohlednujici fedéni suspenze vzorku pred vlastnim stanovenim,
R=V,/V
Va celkovy objem po nafedéni v ml,
Vi objem extraktu (suspenze) pipetovany pro nafedéni v ml.

7 Literatura
1 AOCS Official Method Ba 12-75, Trypsin Inhibitor Activity, 1993.
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