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Agrip  Ensimid trypsin Gr nautabrisi (EC 3.4.21.4) var tengt vid prjar mislangar kitésanafleidur med
adstod vatnsleysinna karbodiimidefna. Markmidid var ad rannsaka hvort slikar breytingar hafi ahrif &
stodugleika proéteinasans vid hitun og geymslu. Aukinn stédugleiki proteina er ahugaverdur i tengsl-
um vid notkun préteina sem lyfja, til ad auka geymslupol ensima og vié hvétun efnahvarfa vid heerri
hitastig. Nidurstddurnar syndu ad trypsin tengt 7-8 eininga kitésanfalioum gaf mestan stddugleika.
Helmingunartiminn ensimvirkninnar jokst um 60% vid°€)og um 130% vid 50C. Virkjunarorka
afmyndunar jokst einnig um 17%.

Inngangur e )
Trypsin er serinpréteasi sem klyfur peptidtengi ~« N {uﬂu 9 DJHHWH
préteina, par sem amindésyrurnar arginin eda lysi A

eru karbénylmegin vid tengid. Stédugleiki trypsins

var akvardadur sem mismunur tVeggja_<'513tand$\7lynd 1. Brottnam asetylhops af N-asetylglitaminleif
forma, annars vegar myndad form (M) og hins vegagreytir kitini i kitosan.

afmyndad form (A). Afmyndun ensimsins med hit-
un var maeld sem virknitap pess og ma almennt lita
a sem fyrsta stigs efnahvarf:
k kalsiumkarbénat i skelinni leyst upp vid surar ad-
M= A @) steedur il pess ad fa hreint kitin. Med vatnsrofi i
par semk er afvirkjunarhradafasti afmyndunar ogsterkri alkaliskri lausn (50% NaOH) eru asetatleifar
upphafshradiiy) pess er-d[M]/dt = k[M]. fiarleegdar af kitini og faest pannig kitésan (sja mynd
Mérg nattaruleg prétein eru tengd fasykrum ogl)-
fidlsykrum og kollud glykoprotein. bessi flokkur  Kitin og kitdsan eru liffreedilega virkar fjolsykr-
préteina gegna ymsum sérhaefdum hlutverkum inrdr og algengastar i nattarunni a eftir selluléosa, sem
an og milli fruma eins og sem flutningsprétein,gerir paer visthverfar [4] og paer hafa enga eitur-
himnuvidtakar og studla ad vidlodun milli fruma. virkni. Fédrunartilraunir misa gaf L{ meira en
Glyképroétein gegna oft hlutverkum innan fruma vis 16 g/kg, sem er haerra en fyrir stkrésa [5]. Olikt
adsteedur sem sambeerileg prétein an sykra myndiestum nattdrulegum fjollidum, sem eru oftast hlut-
ekki pola. Pad veeri pvi skynsamlegt ad tengja falausar eda surar, pa eru kitin og kitésan frekar
sykrur inn & ensim til ad auka stodugleika peirra tibasiskar fjollidur. 1 sarri lausn er kitésan hladin
notkunar i idnadi eda i leeknis- og lyfjafreedilegumsameind en ekki kitin, vegna frjalsra aminéhopa
tilgangi vid adsteedur sem oObreytta ensimid myndkitésans. betta gerir kitésan ad mun leysanlegri
ekki pola. Synt hefur verid fram 4 ad auka megisameind heldur en kitin. Pessir eiginleikar kitins og
stodugleika trypsins Ur nautabrisi med pvi ad tengjkitosans gerir pad nothzeft til annara og/eda vidtaek-
inn & pad mismunandi gerdir fijdlsykra/fasykra [1,2].ari nota heldur en sellulésa, dextran, agar og fleiri
Kitésan hefur verid notad til stédgunar & mismun{6].
andi gerdum ensima [3]. Um margar adferdir var ad velja vid ad mynda
Kitin er fjollida gerd ur3-(1-4)-tengdum N- samgild tengi kitdsans vid ensim. Tveer adferd-
acetyl-D-glukésaminleifum. Kitin er einkum unn-ir voru préfadar, annars vegar ad mynda brd &
id ur skel krabba og reekja, en er einnig ad finna milli amindhdpa ensims og kitésans med adstod
flestum gerdum skordyra. Skeljarnar eru fyrst sodngluteraldehyds og hins vegar ad tengja ensim beint
ar i basiskri lausn til ad losa protein, sidan ewid kitdsan med adstod karbddiimidefna [7]. SU si6-
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Mynd 2. Tenging karboxylhéps ensims vid aminéhop kitésans med adstod karbodiimidefna. Hvorfin eiga sér stad i
vatnslausn vidé pH 5 og vid herbergishita.

i Ensi
Kitdsan nem

ari reyndist betri. Karbédiimidefni virkja karboxyl- 20
hopa a yfirbordi ensima pannig ad ensimin geti -25-
hvarfast vio frjdlsa amindéhépa a kitésanleifum og o]
myndad amidtengi, eins og sja ma & mynd 2. Mynde ;s
2 synir einungis tveer sykruleifar en i pessu verk-
efni voru notud 6-7, 7-8 og 12-18 sykruleifa kitos-
an. Ensimid @ mynd 2 binst einungis einum frjals- <o
um aminoéhép, en i raun geeti pad bundist hverjum s s ars s
hinna. Einnig geeti einungis dnnur sykruleifin verid T x 107
afasetylerud. Mynd 3. Lysir afvirkjun trypsins og afleida pess. Grafid
Notkunarmoguleikar kitins og kitdsans faraer teiknad at fra jofnu Arrheniusar (3) sem notast vio
stvdugt vaxandi og vida um heim eru rannsoknipfvirkjunarhradafastann (k), samkveemt j6fnu (2), a hita-
a pvi svidi i gangi. Ma par nefna virkni kitosansStigsbilinu 50-60C. Trypsin =m, tck12.18 =4, tck6.7 =
gegn bakterium og veirum sem hefur rasis mikly- ©9 k7.8 .
um ahuga manna & rannséknum a pessu svidi, t.d.
vid hudun avaxta og Udun akra [8]. Einnig hefur
kitdsan verid bundid inn i fatnad eins og strigask
o.fl. til ad koma i veg fyrir vonda lykt sem bakt-

4.5

cf_ausnin var hrist varlega yfir nétt vid herbergishita.
eriur mynda [9]. Ahugaverdar rannsoknir & notku 30 mmdl (2,1 mg) af hydroxylammonium-kIoridi

kitdsans i stjornun a upptoku lyfja i likamanum haf%MeI;Cuks)n\i/r?rh?ilgta\r/]a?lzet; uit é Iﬁgtscligaﬁgﬂesru:gh?t;
verid gerdar, par sem kitdsan studlar ad verndun q_gg 9 9 :

NP : ausnin var sidan afsoltud med PD-10 hlaupsiun-
uppleysu lyfia had syrustigi meltingarvegs [10]. arsulu (Pharmacia Biotech, Uppsala, Svidpjod) med

buffer (TEA 0,112 M; CaGl 11 mM; pH 7,80).
Tolvustyrdur  orplétuljosmeelir  (Molecular
Kitésanafleiournar sem voru rannasakadar komDevice Corp., Menlo Park, CA, USA) var notadur
fra Primex ehf. og voru unnar Ur raekjuskel fravio virknimeelingar a trypsini og afleidum pess.
Siglufirdi. Afleidurnar voru purrkadar og skil- Helsti kostur maelisins er ad haegt er ad meela morg
greindar eftir steerd (DP (degree of polymerizati-syni i einu, par sem orplatan inniheldur 96 bolla.
on)) og hledslu (DDA (degree of deasetylati-pPannig var hvert syni meelt 8 sinnum til ad gefa sem
on)). Einnig var medalmdélmassinn meeldur asammarkteekastar nidurstédur. Maelirinn var keyrdur
saltinnihaldi. Tafla 1 synir eiginleika afleid- med SOFTmax forriti i Macintosh tolvu sem
anna priggja sem notadar voru. Allar tenging+eiknar Gt Vmax gildi synanna (hamarkshvarfhradi
ar trypsins Ur nautabrisi vid kitdsan voru fram-vid rikjandi adstaedur), sem haegt var ad nota til ad
kveemdar eins. Leyst var upp 1,5 mmdél (35 mg¥kvarda virkjunarorku og hradafasta trypsins og
af trypsini ar nautabrisi (Sigma), 30mmol (5,8afleida pess. 235L af hverju syni var baett Gt i 3
mg) af 1-etyl-3-(3-dimetylamindpropyl)-karbodi- mL af buffer (TEA 0,112 M; CaGl 11 mM; pH
imidi (EDAC) (Sigma) og 30 mmdél (39 mg) af 7,80) vid hitastigin 40, 50, 55, 60 og 70. Syni
kitdsani i 5 mL af eimudu vatni og pH stillt & 5. voru fjarleegd og keeld fra 0 til 30 minatur eftir

Efni og adferd
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Mynd 4. Grof sem lysa hitastigsafvirkjun trypsins Ur nautabrisi og trypsins tengt prem mismunandi gerdum af kitos-
ani, y-asinn er nattdrulegi logaritminn af hamarksvikni deilt med upphafsvirkni, x-asinn er timinn i sekindum sem
nefnd syni purfa ad pola i nefndu hitastigi. Blair tiglar standa fyrir afvirkjun vid@5bleikir kassar vid 50C, raudir
prihyrningar vid 558C og ljésbla X vid 60C. Vié 70°C af algjor afvirkjun allra synanna, ekki synt.

Tafla 1. Upplysingar um eiginleika kitésanfalidanna sem fengust hja Primex ehf.

Sykruafleida: DP DDA [%] | Medal mélmassi [kDa] | % salt
G 000331 (12.18) | 12-18 86 N/A N/A
G 010920-1K (6.7)| 6-7 44 1,3 8,3
G 020701-1K (7.8)| 4-8 55 1,34 20,4

hitun. Hvert syni var sidan virknimaelt i drplétu- sem kemur fram i téflu 2. Virkjunarorka ensims er
ljosmeaelinum samkvaemt adferd Bergmeyers [11$0 orka sem parf til pess ad gera ensimid ovirkt.
vio herbergishita vid bylgjulengdina 405 nm med

BAPNA (u.p.b. 0,33 mg/mL), 10L af syni voru e Ey 1

sidan pynntir i 240L af hvarflausn med hlutféliun- k=Axert) = Ink=— <§) X7 tind

um 2,3 M BAPNA 1:2 buffer (0,2 M TEA; CaGl . @)

20 mM; pH 7,80) i hvern bolla. Utfra afvirkjunarhradafastanum (k) samkveemt
j6fnu (2) mé finna helmingunartima trypsins (sa timi

Nidurstddur og umraedur sem pad tekur helminginn af ensiminu ad afvirkjast)

Virkjunarorkan fyrir hitavirknitap og helmingunar- me3 jofnu (4).

tima trypsins og trypsins tengt 12-18 sykruleifa thys = In2 (4)
kitdsan (tck12.18), trypsins tengt 6-7 sykruleifa k

kitosan (tck6.7) og trypsins tengt 7-8 sykruleifanjigurstosurnar syndu ad trypsin tengt 7-8 sykru-
kitésan (tck7.8) kemur fram i myndum 3 0gjeifa kitosani gaf mestan stodugleika af peim sykr-
4 og toflum 2 og 3 vid hitastig 50, 55 09 ym sem préfadar voru. Helmingunartiminn jokst

60°C. Eiginleikar sykruleifanna priggja ma sjaym 60% vid8 60C og um 130% vid 50C.

i tflu 1 (upplysingar fengnar fra Primex ehf.).virkjunarorka tck7.8 jokst einnig um 17%, eins og

Afvirkjunarhradafastinn (k) feest med j6fnu (2), pargeast i toflu 2.

sem natturulegi logaritminn af hvarfhradanum deilt Likleg asteeda fyrir pessari stodgun ensimsins er

med upphafshradanum er teiknadur sem fall af tima,s jtssan myndar vetnistengi vid vatnsfeelia yfir-
Hallatala ferilsins er -k, sja mynd 4. bord pess, pannig ad ensimid verdur mun pakkadra
v og verndad fyrir &hrifum vatns og sjalfmeltu. Einnig
In (7) =—kxt (2) hefur verid synt fram & ad seigja lausnar hefur mik-
0 il &hrif & stodugleika proteina [12], par sem seigja
Jafna Arrheniusar (3) er sidan notud til ad finndausnarinnar pakkar préteinid meira saman sem eyk-
virkjunarorku (Ea) trypsins i hverju syni fyrir sig, ur stédugleika pess [13].
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Tafla 2. Virkjunarorka trypsins og afleidur pess, fengin Gr hallatélum jéfnu bestu lina i mynd 3 og Utreikningar syndir i

jofnu (3).
Syni Hallatala linu | E, [kJ/mél] | E, aukning| %
Trypsin | -23,21+ 2,54 | 193,0+ 21,1 - -
Tck12.18 | -24,20+ 1,70 | 201,2+ 14,1 8,2 4,3
Tck6.7 -26,80+ 1,49 | 222,8+ 12,4 29,8 15,4
Tck7.8 -27,22+ 0,28 | 226,3+2,3 33,3 17,3

Tafla 3. Helmingunartimi trypsins og afleida pess, fengin utfra afvirkjunarhradafastanum (k) samkvaemt jofnu (4).

T Trypsin Tck12.18 tTck6.7 Tck7.8
[°C] | kK[min™'] | ti/o [min] [ k[min™"] | ti/» [min] | k[min™] | t;/» [min] [ k[min™] | t; /> [min]
50 0,0156 44,4 0,0133 52,1 0,0094 73,7 0,0068 101,9
55 0,0379 18,3 0,0362 19,1 0,0294 23,6 0,0250 27,7
60 0,1354 51 0,1264 55 0,1137 6,1 0,0854 8,1

Neestu skref i pessari rannsoknarvinnu eru ad4]
finna hver ahrif kitdsans eru a ensimid, annars vegar
i lausn og hins vegar bundi® ensiminu. Ma par nefnalS]
pH-stodugleika, ahrif gagnvart afmyndurum eins og [€]
karbamidi (urea) og guanidine HCI, ahrif & pokkun
ensimsins og annars stigs byggingu pess sem frant’!
kveemt verour med CD-meeli.

bakkir

betta verkefni héfst sem sérverkefni i lifefnafreedi
og proéadist afram i ad vera hluti meistaraprofs- 9]
verkefnis. Styrktaradilar eru Raunvisindastofnun
Haskdlans og Visindasjodur Rannis. Einnig viljum[10]
vid pakka Primex ehf. fyrir peirra framlag.
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