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Ágrip 

Krosstenging fjöl -eða fásykra á ensím er öflug leið til að auka stöðugleika þeirra.  Þannig má gera 

ensím hæfara til starfa við aðstæður sem þau allajafna myndu tapa virkni sinni við. Þetta má 

hagnýta í ýmsum tilgangi, t.d. í líftækniðnaði. Samkvæmt niðurstöðum þessa verkefnis hefur 

kítósanfásykra talsvert stöðugleikaaukandi áhrif á nautatrypsín við hátt hita -og sýrustig. Uppleyst 

kítósan í trypsínlausn hefur mikið minni áhrif. Við hátt hitastig jókst virkjunarorka eðlissviptingar 

um 33% eftir krosstengingu.  Mikið virknitap verður þó við krosstengingu miðað við frjálst trypsín 

og er það helsti ókosturinn við krosstenginguna 

  

 

 

 

 

Abstract 

Conjugation of poly –or oligosaccahrides on enzymes is a robust technique to increase their 

stability. Hence, it is possible to make enzymes more suitable to work in conditions they 

otherwise would lose their kinetic activity in. That makes conjugation practical for miscellaneous 

purposes, f.ex. in the biotechnical industry. According to the results of this project, chitosan 

oligosaccahrides increase stability of bovine trypsin, significantly, at high temperature and alkaline 

conditions. Dissolved chitosan in a solution with trypsin has much weaker stabilizing effects. At 

high temperature, the energy of inactivation increased by 33,5% after conjugation of the 

oligosaccharide. However, the enzyme lost quite an amount of its activity after conjugation 

compared to free trypsin. That is the probably the greatest drawback of the chitosan conjugation 

on trypsin. 
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1. Inngangur 

1.1 Kítósan 

 

1.1.1 Eðli og eiginleikar 

 

Kítósan (poly-β-1,4-D-Glucosamine) er nátturleg fjölsykruafleiða af kítíni (poly-β-1,4-N-acetyl-

D-Glucosamine). Kítósan er ekki myndað af mörgum lífverum í lífríkinu, en finnst þó m.a. í 

frumuveggjum sumra sveppategunda og í stoðkerfi krossfiska [7,10]. Kítín finnst þó víða í 

lífríkinu t.d. í krabbadýrum, sveppum, skordýrum og smokkfiskum, svo fáeitt sem nefnt. Í raun 

er kítín ásamt sellúlósa þau efni sem dýrríkið framleiðir mest af . Kítósan er hægt að mynda í 

basahvataðri afasetýleringu á kítíni við hátt hitastig [10].  

Hvorki kítín né kítósan hafa ákveðinn massahlutföll, vegna náttúrulegrar óreglu í fjölda 

asetýlhópa og frjálsra amínóhópa. Kítín innheldur fáa frjálsa amínóhópa á meðan kítósan 

innheldur marga frjálsa amínóhópa. Kítósan fjölsykrur eru í raun einskonar fjölskylda innan 

kítína þar sem sykrunar eru flokkaðar eftir stigum afasetýleringa (e. Degree of deacetylation). 

Þannig myndi kítósan með t.d. 30% afasetýleringu hafa meiri kítíneiginleika en kítósan sem 

hefur 100% afasetýleringu. Þar sem kítósan er fjölsykra með mismunandi löngum D-glúkósamín 

einingum eru kítósan fjölsykrur einnig flokkaðar eftir stigi fjölliðunar (e. degree of 

polymerization) [5,6].  

 

Kítósan hefur það fram yfir kítín að það er að hluta leysanlegt í súrum vatnslaunum (s.s. 1% 

ediksýrulausn eða 0,01 M HCl lausn) en kítín leysist nær ekkert upp í vatni, alveg sama hvort 

vatnslausnin sé súr eða ekki. Ef kítín myndi leysast upp í vatni gætu mörg sjávardýr afskrifað 

kítín sem byggingarefni í stoðkerfi sínu.  

Vatnsleysanleiki kítósans hækkar með aukinni afasetýleringu, og einnig eftir því sem 

fjölsykrunar eru minni. [5,7]. Hægt er að brjóta niður kítósan fjölsykrur í minni einingar með 

örhljóðbylgjum (e. Ultrasonication) eða með ensíminu kítínasa [6]. 

 

Notkunareiginleikar kítósan byggja aðallega á fjöljónefna (e. polyelectrolytic) eiginleikum þeirra 

sem og hæfni amínóhópanna til að girða (e. chelate) eingildar sem og fjölgildar katjónir, sem 

hafa háa hleðsluþéttni en litla skautunarhæfni (e. polarizability). Na
+
, Ca

2+
, Cr

3+ 
og Zr

4+
 eru 

dæmi um slíkar jónir [16]. Í súrum lausnum (pH <5) eru amínóhópar kítósan á mestum hluta á 

prótóneruðu formi (-NH3
+
), en  pKa gildi –NH3

+
  kítósans í vatni er 6,2 (þetta gildi á við kítósan 

með DEA 64%) en sama gildi fyrir D-Glucosamine-HCl, þ.e. ein einstök eining kítósans, er 7-8. 

Muninn á pKa gildum kítósans og D-Glucosamin er hægt skýra með þeirri staðreynd að það eru 

sterkir rafhrindikraftar sem virka milli –NH3
+
 hópanna í kítósaninu, en slíkir kraftar hvetja 

ammoníumhópinn að losa sig við prótónuna við mun lægra sýrustig en gerist hjá D-Glucosamini 

[5].  
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Það er vel þekkt að seigja fjölliðulausnar eykst með aukinni hleðslu fjölliðanna. Park et al. 

komust af því að innri seigja kítósans (e. Intrinsic viscosity) er í jöfnu hlutfalli við prótónun 

amínóhópa, við lækkun sýrustigs lausnar, eins og við var að búast. Það gefur til kynna að fleiri 

og fleiri amínóhóparnir eru að prótónerast. Eftir því sem fleiri amínóhópar eru á prótóneruðu 

formi teygist meir og meir úr fjölliðunni, vegna rafhrindikrafta milli hópanna.  

Áhrif styrks kítósans á seigju kítósanlausnar er hægt að nota til að fá ýmsar praktískar 

sameindakennistærðir (e. Molcular parameters). Huggin„s jafna lýsir sambandi skertrar seigju (e. 

reduced viscosity) á styrk fjölliða í þynntum fjölliðulausnum: 

 

   (Jafna 1) 

Þar sem c er styrkur,  hlutfallið  ηsp/c er ,,skert“ seigja (e. reduced viscosity), [η] er innri seigja 

(e. intrinsic viscosity) og k„ er Huggin„s fasti. Innri seigja fjölliðulausnar er í jöfnu hlutfalli við 

kvaðratrót meðalheildarlengdar fjölliðu og meðalmólmassa fjölliðunar samkvæmt Flory-Fox 

jöfnunni: 

 

    (Jafna 2) 

 

þar sem φ er einingalausi Flory fastinn (c.a. 3,7 ∙10
24

  fyrir ójónaðar fjölliður í lausn), R er lengd 

fjölliðunar og Mw er meðalmólmassi fjölliðanna. Park et Al. reiknuðu út að lengd hverrar D-

glúkósamín í kítósanfjölliðunni, c.a. 0,3Å. Það var gert með því að deila meðalfjölda D-

glúkósamín-eininga í hverri fjölliðu í meðalheildarlengd fjölliðanna, en sú stærð fæst út úr Flory-

Fox jöfnunni. Alla jafna er áslæg lengd hverrar einingar í útstrekktum fjölsykrum á bilinu 4 – 5 

Å. Þetta bendir til þess að kítósansameindir í lausn eru mjög uppbrettar fjölliður (e. highly 

coiled), vegna þess að 0,3Å << 4-5 Å.  Þannig virðast amínóhópar kítósans  frekar mynda 

vetnistengi innbyrðis en við vatnssameindir í lausninni [5]. 

 

 
Mynd 1: Sýnir muninn á útstrekktri fjölliðu og uppbrettri 

fjölliðu. 

 

Sölt hafa þau áhrif að draga úr seigju hlaðinna fjölliðulausna. Tvígildar málmjónir hafa mun 

meiri seigjulækkandi áhrif en eingildar málmjónir, vegna getu þeirra að girða tvo hlaðna hópa í 
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einu [3]. Seigjulækkandi áhrif salts stafa af þeirri staðreynd að hleðsla prótóneruðu 

amínóhópanna er þá skýlt af anjónum saltsins sem veikir til muna annars sterka rafhrindakrafta 

milli prótóneruðu amínóhópanna, og þar af leiðandi teygist ekki úr eins mikið úr fjölliðunni [5].   

  

1.1.2 Notkun kítósans 

 

Mikill áhugi hefur verið á efnafræði kítósans undanfarna áratugi vegna notkunareiginleika 

þessarar óvenjulegu lífrænu og óeitruðu fjölsykru. Ekki eru til margar fjölsykrur sem er 

katjónískar yfir jafn breitt pH-bil og kítósan. Þessir eiginleikar ásamt öðrum gera kítósan 

hagnýtanlegan í alls kyns hluti. Kítósan  hefur örveru og -krabbmeinsfrumudrepandi áhrif,  flýtir 

blóðstorknun (er nú þegar notað í sárabindi) , stuðlar að betri upptöku lyfjaefna í gegnum 

þekjulag smáþarmanna, eykur ónæmi nytjaplantna gegn sjúkdómum,  myndar tiltölulega sterkar 

filmur og gæti þjónað sem súluefni (e. column matrix) í súluskiljum.  

Innan efnafræðinnar er kítósan notað sem klóefni (e. chelating agent) t.d. við 

þungmálmahreinsanir eða sem hratfellir (e. flocculant) t.d. við að fella úr lausn neikvætt hlaðna 

jónir og agnir s.s. fosfólípíð úr frumuhimnum [5,6,7]. 

 

1.2 Ensímið trypsín  

 

1.2.1 Almennt um trypsín 

 

Árið 1876 lýsti þjóðverjinn Wilhelm Kühne (1837-1900), fyrstur manna, prótínrofs eiginleikum 

trypsín, en hann gaf ensíminu nafn. Hann bar saman trypsín og pepsín, og komst að því að þau 

voru virkust við mjög ólíkt sýrustig.  

Trypsín
1
 er próteasaensím úr flokki svokallaðra serín próteasa. Trypsin er 23,8 kDa kúlulaga (e. 

globular)  prótín og er seytt út af β frumum brisins sem óvirkt ,,forvera ensím“ (e. proenzyme) 

eða trypsínógen. Trypsínógen er virkjað með því að virkt trypsín eða enteropeptíðasi klýfur 

sexleifa peptíðbút (e. hexpeptide) af N-upphafshluta (e. N-terminal) trypsínógensins, milli Lys6 

og Ile7. Við það fæst svokallað β trypsín. Ef β trypsín klýfur sjálft sig, C-megin við lýsín 

(Lys148) í ákveðni sjálfseyðingarlykkju (e. autolysis loop), sem samanstendur af peptíðíðröðinni 

Gly145 - Val157, í prótíninu verður til önnur gerð af trypsíni, svokallað α trypsín. Sú gerð 

trypsíns samanstendur af tveimur megin peptíðkeðjum sem hanga saman með tvísúlfíðbrúm. α 

trypsín er ekki eins virkt og stöðugt eins og β trypsín. Til að koma í veg fyrir sjálfmeltu þarf 

prótínið að vera í allt að 20mM Ca
2+

 lausn. Kjörsýrustig trypsíns er í kringum pH 8,0 og 

jafnhleðslusýrustig þess er pH 10,5-10,8.[11, 24]. Bræðslumark (Tm eða T50%) trypsíns er í 

kringum 59 C° [9]. 

 

1.2.2. Bygging trypsíns 

                                                           
1
 Þegar talað er um ,,trypsín“ í þessari umfjöllun er eingöngu átt við trypsín úr spendýrum. Trypsín er hinsvegar 

tilstaðar í meltingarvegi margra annarra lífvera. 



 

 4 

 

Árið 1974 var þriðja stigs byggingin ráðin, en sú bygging þjónaði sem fyrirmynd allrar serín 

endopeptíðasa S1 fjölskyldunnar.  ,,Venjulegt“ trypsín (þ.e. β trypsín) er samansett er úr 13 β 

flötum og 2 α helixum, og er einnig mjög ríkt af lykkjum. β fletirnir flétta sig saman og mynda 

svokallaða β-tunnu (e. β barrel)  þriðju stigs byggingu. Tvær β tunnur mynda svo þriðju stigs 

byggingu trypsíns, ein fléttast saman úr 6 β flötum og hin úr 7 β flötum. Prótíninu er haldið 

saman af 6 tvísúlfíðbrúm. Trypsín er ekki samansett úr hneppum (e. domains) heldur er hvert 

trypsín mólekúl eitt hneppi [11, 24]. 

 
Mynd 2: Þrívíddarbygging trypsíns (Bovine). α Helixarnir er 

rauðir en β fletirnir eru gulir. Myndin er gerð með forritinu  

Swiss Viewer með upplýsingum frá www.pdf.org. 

 

 

1.2.3. Hvötun trypsíns 

 

Líkt og öll ensím er trypsín mjög sértækt. Virkt trypsín klippir prótín -eða peptíðkeðjur C-enda 

megin við jákvætt hlaðnar lýsín og argínín hliðarkeðjur prótína. Undantekningar er reyndar til, 

t.d. ef prólínleif er C-megin við argínín eða lýsín hindrar það klofnun. Amínósýrurnar His57, 

Asp102 og Ser195 gegna lykilhlutverki í hvötun trypsíns (líkt og annarra serín próteasa),  því 

þær mynda hina virku hvötunarþríund (e. catalytic triad) ensímsins, sem allajafna er skilgreint 

sem hvarfstöð ensímsins. 
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Mynd 3: Þrívíddarbygging trypsíns (bovine), sýnd með hvötunarþríundinni 

His57 (rauður), Asp102 (ljósblár) og Ser195 (Mosagræn). Myndin  

var gerð í Swiss Viewer með upplýsingum frá www.pdf.org. 

 

 
 

 

Mynd 4: Sýnir hvarfgang serín 

proteasa (t.d. trypsíns). Myndin var 

fengin af heimasíðunni: 

http://employees.csbsju.edu/hjakub

owski/olcatenzmech.html 
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Eins og mynd 4 ber með sér að þá dregur neikvætt hlaðna Asp102 leifin í virkniseti trypsíns að 

sér jákvætt hlaðnar argínín eða lýsínleifar hvarfefnisins , í gegnum jóna-jóna hrif [9]. Eftir að 

hvarfefni, t.d. BAPNA eða peptíðkeðja, er komið í hvarfstöð ensímsins tekur His57 prótónu frá 

Ser195 sem eykur til muna kjarnsækni (e. nucleophilia) þess (Skref 1, mynd 4). Afprótóneruð 

hydróxýlanjón Ser195 gerir því næst kjarnsækna árás á rafsækið kolefni karbónýlhóp amíðsins –

eða estersins (Skref 1, mynd 4), og myndar oxýanjón ferflötungslaga milliefnisins (e. tetrahedral 

intermediate) . Asp102 stöðgar á meðan jákvæða hleðslu His57. Svo myndast aftur π-tengi milli 

kolefnisins og oxyanjónarinnar, en við það hverfur amínfarhópur.  Prótóneraði His57 virkar þá 

sem Brönsted sýra og gefur prótónu til amínfarhópsins (Skref 2, mynd 4). Inn kemur vatn sem 

kjarnsækir og gerir árás á asýl-ensím milliefnið og myndar aftur ferflötungslaga milli efni (Skref 

3, mynd 4).  Við það fer E-Ser-O
-
 út sem farhópur (Skref 4, mynd 4) og endurprótónerast af 

His57 (Skref 5, mynd 4). Þannig er hvötunarþríundin aftur komin í sitt venjulega form og tilbúin 

undir aðra hvötun [21]. 

 

1.2.4. Notkun trypsíns 

 

Trypsín er notað í líftækni og iðnaði m.a. við vefjaaðgreiningu, einangrun hvatbera, fjarlægjun 

frumna og frumuleifa af plast –og glerílátum, í sýnaútbúning fyrir frumuflæðimælingar (e. flow 

cytometry) og myndun glýkópeptíða frá hreinsuðu glýkóprótínum [24].   

   

1.3 Stöðugleiki prótína: Breyting úr svipmótuðu formi í 

eðlisvipt form 

 

1.3.1. Svipmótað form prótína 

 

Svipmótað form prótína ( e. Native/Folded protein) er sú bygging prótína, sem er þeim 

lífeðlislæg, þ.e. sú mynd sem þau starfa in vivo. Um 1950, kom Christian Anfinsen með þá 

kenningu að amínósýruröð prótína ákvarðaði þriðju stigs byggingu þeirra. Rannsóknir í gegnum 

tíðina hafa sýnt að þessi kenning á við rök að styðjast fyrir flest öll smá og kúlulaga prótín.  

Stærri og þráðlaga prótín þurfa hjálp annarra prótína við að ná fullri svipmótun. Slík 

hjálparprótín eru nefnd chaperónar.  Þeir smákraftar sem vega mest í svipmótun nýmyndaðrar 

peptíðkeðju eru vatnsfælin hrif umlykjandi vatnslausnar og vatnsfælinna amínósýra, sem og 

myndun vetnistengja innbyrðis í prótíninu.  Svipmótað form prótína hefur yfir að ráða mestum 

fjölda ósamgildra hrifa og tvísúlfíðbrúa, og eftir því sem þessi hrif eru meiri, því stöðugra er 

prótínið [14,22]. 

 

1.3.2. Eðlissvipt form prótína 

 

Eðlisvipting prótína er ferli sem endar með mikilli breytingu í þrívíddarbyggingu svipmótaðs 

forms þess.  Eðlissvipt prótín hefur misst flest ósamgildu hrifin og flestar eða allar 



 

 7 

tvísúlfíðbrýrnar hafa rofnað, þannig að prótínið eða peptíðkeðjan er orðin af handahófskenndum 

þráð
2
 (e. random coil), ekkert ósvipað og útstrekkt fjölliða (sjá mynd 1). Hægt er að eðlissvipta 

prótín á ýmsa vegu. Skörp og mikil breyting frá kjörhitastigi og/eða kjörsýrustigi, breytingar á 

jónastyrki, notkun lífrænna leysa, uppleysing sápuefna, sem og viðbót efna á borð úreu 

(þvagefni, carbamíð) eða gúanidínhýdróklóríð eru allt þekktar leiðir til að eðlissvipta prótín [14]. 

 

Oftast er eðlissvipting prótína sýnd sem eftirfarandi efnajafna: 

 

    kD 

N ↔ D       (Jafna 3) 

 

þar  sem N táknar svipmótað prótín (Native) , D táknar eðlissvipt prótín (Denatured) og kD er 

jafnvægisfasti eðlissviptingar. Athuganir á eðlisviptum ástöndum prótína, sem hafa verið drifin 

úr svipmótuðu í eðlissvipt ástand við eðlissviptandi aðstæður, sýna að í millitíðinni er prótínið 

hálfeðlissvipt, en það merkir að annars stigs byggingar þeirra eru enn til staðar, en raknað hafi úr 

þriðju- og fjórðu stigs byggingu prótínanna. Innviði þessara hálfeðlissviptu prótína er 

vökvakennt, vegna minnkunar í pökkunarrúmáli amínósýra innviðsins, auk þess sem vötnun 

verður á amínósýruleifum sem voru áður voru í kjarna prótínsins  víðs fjarri frá vatnssameindum 

leysisins . Því er þetta hálfeðlisvipta stig kallað „Molten globule intermediate“ (MG) [22]. Ef 

þetta hálfeðlissvipta stig er tekið með í reikningin breytist jafna 3 í: 

 

          kD 

N ↔ MG → D  (Jafna 4)  

 

Khan et Al. komust að því, við rannsóknir sýnar á albúmíni úr kanínusermi (e. Rabbit Serum 

Albumin), að munur var á Tm gildi prótínsins eftir því hvaða mælingaraðferð var beitt. Með CD 

(Circular Dichroism) mælingum fékkst 2 C° hærra gildi fyrir Tm gildi prótínsins miðað við gildi 

sem fengust úr seigjumælingum. Þeir ályktuðu að þriðja stigs bygging albúmínsins riðlist           

(e. collapses) nokkru áður en annars stigs byggingin [4].      

 

1.3.3. Varmafræði -og stöðugleiki prótína 

 

Stöðugleiki prótína er best lýst með Gibbs frjálsorkubreytingu. Staðal frjálsorkubreyting 

eðlissviptingar (ΔGD
°
) segir til um  hversu ,,mikið“ prótínið er stöðugt, við ákveðnar aðstæður, 

gagnvart eðlissviptingu, skv: 

 

   (Jafna 5) 

 

                                                           
2
 Líkt og kemur fram seinna meir, eru það tvö ólík form sem eðlissvipt prótín getur tekið sér.  
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Vermisbreytingin ΔH
°
D (e. enthalpy change)  samsvarar orku kraftanna sem halda prótíninu 

saman í vatnslausninni, þ.e. rafstöðukröftum, van der Waals hrifum og vetnistengjum, en 

vatnsfælnu hrifin samsvara nokkurn veginn óreiðubreytingunni  ΔS
°
D.  Prótín verða stöðugri eftir 

því sem frjáls orkan, þ.e. ΔG
°
D gildið, verður neikvæðari og hærri. Stöðugleiki svipmótaða 

ástands flestra prótína minnkar yfirleitt við há sem og lág hitastig. [2, 22].  

Staðal frjálsorkubreyting eðlissviptingar (e. Standard free energy of denaturation) fyrir tveggja 

ástanda ferli (e. two state transistion) þ.e. N ↔ D er hægt að fá úr rófi DSC mælingar. Þekktu 

stærðinum úr slíkum mælingum er svo stungið inn í jöfnu 6 til að að reikna út frjálsorku 

breytinguna: 

 

      (Jafna 6) 

þar sem ΔH
°
D er staðalvermi eðlissviptingar, T er það hitastig þar sem skönnunin byrjaði við, Tm 

er miðpunktshitastigið eða það hitastig þar sem breyting milli svipmótaðs og afmyndaðs prótíns 

er hröðust og ΔCp er breyting á varmarýmd milli svipmótaðs og afmyndað prótíns.  

Lítill orkumunur er á milli svipmótaðra og eðlissviptra forma prótína. Varmafræðimælingar gefa 

til kynna að svipmótað prótín er eingöngu 20-40 
kJ

/mól meira stöðugra en eðlissvipt prótín. Þetta 

er svipuð orkustærð og eitt vetnistengi. Þrátt fyrir að lítill orkumunur sé á milli svipmótaðra og 

eðlissviptra forma prótína, þarf eðlissviptingarferlið að yfirvinna ákveðinn ,,orkuhól“ (mynd 5) 

svo að eðlissvipting geti átt sér stað.  Þessi ,,orkuhóll“ er yfirleitt nefnd virkjunarorka 

eðlissviptingar (e. in-activation energy) og er venjulega á bilinu 146 – 732 
kJ

/mól fyrir 

hitaeðlisviptingu prótína [13, 14]. 

 

 

Mynd 5: Sýnir orkugraf fyrir dæmigerða prótíneðlissviptingu. 

[N] táknar svipmótað prótín, [M] táknar ,,molten globule“ og [D]  

táknar eðlissvipt prótín. 
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Fullkomlega eðlissvipt prótín hegða sér á mjög ólíkan hátt í lausn: 

 

1)  Ef víxlverkandi van der Waals hrif  innan eðlissviptrar peptíðkeðjunnar eru orkulega 

hagstæðari en samasvarandi van der Waals hrif milli peptíðkeðjunnar og leysisins, þá eiga 

eðlissvipt prótína það til að þéttast og draga keðjuna saman.  

 

2) Ef þessi sömu hrif eru orkulega hagstæðari milli leysisins og peptíðkeðjunnar, þá eiga 

eðlissvipt prótína það til að mynda handahófskenndan þráð (e. random coil) [22]. 

 

1.3.4. Hlutverk vatnsfælinna hrifa, vetnistengja og tvísúlfíðbrúa í stöðugleika 

prótína 

 

Kraftarnir sem halda prótíni saman í lausn eru mismikilvægir. Van der Waals hrifin vega minnst 

en vatnsfælin hrif, vetnistengi og tvísúlfíðbrýr vega mest. Vatnsfælin hrif gefa sennilega mesta 

stöðuleikaframlagið af öllum smákröftum hjá svipmótuðum prótínum, en fast á hæla þeirra er 

sennilega stöðuleikaframlag vetnistengjanna [22]. 

  

Vatnsfælin hrif eru hrif eða víxlverkun sem fá óskautuð efni eða leifar (e. residues) í 

stórsameindum til að þjappa sig saman (e. cluster) til þess að minnka eins og hægt er viðkomu 

við vatnssameindir. Vatnsfælin hrif eru ólík öðrum millisameindakröftum að því leyti að hrifin 

verða ekki til vegna víxlverkanna milli atóma eða milli sameinda, heldur vegna þeirrar 

staðreyndar að óskautuð efni forðast vatn. Vatnsfælin hrif gegna þýðingarmiklu hlutverki í 

byggingu prótína. Þegar fjölpeptíðkeðja prótíns svipmótast í þrívíddar byggingu sína í, in vivo 

eða in vitro, verða vatnsfælin hrif til þess að óskautaðar amínósýruleifar aðalkeðju prótínsins 

mynda innviði þess (s.s. glýsín, alanín, valín, prólína, phenýlalanín o.s.frv.). En á yfirborði 

prótínsins koma skautaðar amínósýrur prótínsins til með að raða sér (s.s. argínín, serín, 

glútamiksýra o.s.frv.).  Vatnsfælin hrif eru óreiðudrifið ferli, sem setja má fram á eftirfarandi hátt 

: 

 

R1(H2O)n + R2(H2O)n  R1□R2 + 2nH2O  (Jafna 7) 

þar sem R1 og R2 eru leifar tveggja óskautaðra amínósýra í sömu peptíðkeðju eða prótíni.  

Ferlið, sem jafna 7 lýsir, er innvermið (ΔH > 0) þar sem vatnið er dregið frá óskautuðu hópunum. 

Hinsvegar verður mun meiri reiða á því vatni sem losnar frá óskautuðu sameindunum því þau 

blandast uppstöðuvatninu (e. bulk water) með viðeigandi reiðu og vetnistengjamyndunum. Við 

það minnkar óreiðan talsvert, þannig að við herbergishita er TΔS << 0, sem gerir það að verkum 

að ΔG < 0, þannig að myndun vatnsfælinna hrifa er sjálfgengt ferli [14].  

 

Vetnistengi eru sérstök tegund af tvískauts-tvískauts hrifum  milli vetnisatóma og rafneikvæðra 

atóma (O, N, og F), en vetnisatómin er einnig tengd rafneikvæðum atómum. Styrkur vetnistengja 

er á bilinu 4-40 
kJ

/ mól [14]. Hinz et.Al. sýndu fram á mikilvægi vetnistengja í stöðgun prótína 
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með mælingum á ,,þurrum“ prótínum. Með ,,þurrum“ prótínum (e. dry proteins) er átt við að 

styrkur vatns í prótínlausninni sé nær enginn, eða minna en 0,2 
gr vatn

/gr prótín. Í slíkum lausnum 

verður prótínið að mynda fleiri vetnistengi innbyrðis, þar sem vetnistengi við vatnið eru nær 

enginn. Þurr prótín þola því mun hærra hitastig en prótín sem er leyst upp í ofgnótt (e. excess) af 

vatni (eða vatnsbuffer) [2]. 

 

Tvísúlfíðbrú er nafn yfir samgilt súlfhýdrýl tengi hliðarhópa tveggja cysteineleifa í prótínum eða 

peptíðkeðjum [physical chang]. Tvísúlfíðbrýr halda prótínum saman ekkert ósvipað og 

hurðarhjarar halda hurðum uppi. Doig et Al. fundu út að meðaltals stöðugleikaaukning per 

tvísúlfið brú er c.a.  ΔGD
°
= 13 

kJ
/(mól af tvísúlfíð brúm) [2]. 

 

 

1.4. Stöðugleikaaukandi áhrif sykra á prótín 

 

Sykrur eru meðal útbreiddustu sameindum sem lífverur hafa hagnýtt sér til að koma í veg fyrir 

mögulegar skemmdir t.d. sökum hás osmótísks þrýstings eða kulda/hita sjokks [4]. Þegar 

brauðger (Saccharomyces cervisisae) kemst í tæri við mikinn hita, safnar hann upp miklum 

birgðum af  tvísykrunni trehalósa [8]. Glýkóprótín heilkirnunga þurfa oft að þola aðstæður sem 

annars frjáls prótín (þ.e. án sykrunnar)  myndu ekki þola [10]. 

S. N. Timasheff  ályktaði að almennt víxlverkist sykrur ekki beint við prótín í lausn, heldur 

leysast fremur upp í ,,uppstöðu“ vatninu (e. bulk water). Þetta fyrirbæri kalla þeir 

forgangsvötnun (e. preferential hydration) prótína. Forgangsvötnun lýsir sér þannig, að í þrífasa 

vatnslausn, sem samanstendur af vatni, próteinum og samleysi (e. cosolvent), sem í þessu tilfelli 

eru sykrunar, er samleysinum úthýst frá lausnarskelinni (e. solvation layer). Þannig er prótínið 

forgangsvatnað, því aðeins vatn kemur sér fyrir í lausnarskelinni.  Þar sem vatnsmólekúl verða 

einnig að leysa upp sykrunar, verður það til að þess framboð vatns til að myndunar á 

lausnarsambandi við prótínið minnkar. Stokes radíusinn minnkar, sem minnkar aftur 

sveigjanleika prótínsins en eykur stöðugleika þess. Það hefur í för með sér óreiðuminnkandi 

áhrif, en það er varmafræðilega hagstætt (og sjálfgengt) ferli, þar sem [19]: 

        (Jafna 8) 

  

Sykrur hafa mismunandi vötnunarrúmál (e. hydration volume), en vötnunarúmmál er í raun 

samanlagt rúmmál sem heildarfjöldi sykrusameindanna taka í vatnslausn. Tvísykran trehalósi í 

1,5 M styrk tekur 37,5% af rúmmál lausnarinnar, á meðan tvísykran maltósi, í sama styrk, tekur 

aðeins 14%. Þess vegna hefur trehalósi mun meiri stöðugleikaaukandi áhrif á prótín í lausn, en 

maltósi. Það er vegna þess að mun fleiri vatnssameindir raða sér í kringum trehalósa en maltósa, 

og þannig minnkar lausnarskel prótíns meir, vegna lítils framboðs af óbundnu vatni í trehalósa 

lausn [4, 8].   
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Krosstenging óhvarfgjarna fjölliða á prótín eykur stöðugleika þeirra, með því að minnka 

óreiðuaukningu við eðlissviptingu. Þannig styrkja þau vatnsfælnu hrif prótínanna, sem eru eins 

og áður sagði mikilvægustu ósamgildu kraftar prótínsins [2]. 

 

1.5. Áhrif sýru -og hitastigs á virkni ensíma 

 

1.5.1. Áhrif sýrustigs á virkni ensíma 

 

Ef sýrustig fellur eða eykst marktækt frá kjörsýrustigi ensíms (e. optimum pH) verður virknitap 

og ef sýrustigsbreytingin er mjög mikið getur ensímið jafnvel eðlissvipts. Amínósýruleifar í 

virkniseti virka eins og veikar sýrur eða basar, en það er undirstaðan í virkni þeirra. Jónun 

hliðarkeðja amínósýra í virkniseti er því nefnt í þessu sambandi, þar sem jónahrif gegna 

gríðarlega miklu hlutverki í að draga hvarfefni inn í virkniset, sem og stjórna legu þeirra inn í 

hvarfstöðinni þannig að hún sé sem hagstæðust í hvötuninni [18]. Það eitt að His57 í hvarfstöð 

serín próteasa, taki upp svo lítið sem eina prótónu (ef sýrustig fellur mikið niður fyrir pH 6,0) 

getur His57 ekki tekið upp prótónu frá Ser195 í upphafi hvötunar, þar af leiðandi verður enginn 

hvötun. 

 

1.5.2. Áhrif hitastigs á virkni ensíma 

 

Almennt eykst hvarfhraði ensímhvataðra hvarfa með hækkuðu hitastigi með sama hætti og hraði 

annarra efnahvarfa. Hraðinn u.þ.b. tvöfaldast á hverjar tíu gráður. Það gerist þó við ákveðið 

hitastig (fer eftir eiginleikum prótínsins, s.s. amínósýruröð) að prótínið byrjar að eðlissviptast, en 

þá lækkar hraði hins hvataða hvarfs hratt. Hiti rífur vetnistengi og minnkar vatnsfælin hrif í 

innviðum prótíns. Það gerist vegna þess að hækkandi hitastig eykur hreyfiorku atómanna í 

amínósýruleifunum, þannig að titringur og snúningur í tengjunum eykst, og á sama tíma minnkar 

grundvöllur fyrir veikum hrifum. Þriðja stigs bygging prótínsins raknar upp og prótínið 

afmyndast í skrefum. Dæmi um þýðingarmikil, hrif sem halda þriðju stigs byggingu prótíns 

saman, og veikjast með auknu hitastigi, eru svokölluð tvípól-tvípól hrif, sem geta verið t.d. hrif 

milli tveggja α-helixa í prótíni (köllum þá helix A og helix B) Þessir helixar hafa sitthvort (eða 

sama) tvískautsvægi μA og μB.  Stöðurorka tengisins er: 

(Jafna 9) 

þar sem µ er tvískautsvægi hvorn helix fyrir sig, ,,r” er radius á milli helixa, kB er Boltzmann 

fasti og T er hitastigið. Eins og jafna 9 ber með sér að þá minnka tvípóls-tvípóls hrifin með 

auknu hitastigi af því að V er í öfugu hlutfallið við hitann [2, 14]. 
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1.6 Markmið verkefnisins 

 

Markmið verkefnisins var aðallega að kanna áhrif hitstigs -og sýrustigs á stöðugleika 

nautatrypsíns  í lausn með kítósanfásykru annarsvegar og krosstengt samgildum tengjum við 

kítósanfásykru hinsvegar, og hvort tenging kítósans samgilt á nautatrypsín hafi áhrif á virkni 

þess. Einnig var kannað hvort uppleyst kítósan í lausn með nautatrypsíni hefði samskonar áhrif.   

Trypsín hefur verið notað í ýmsum iðnaði og því er hagnýtt að finna leiðir til þess að auka 

stöðugleika þess í geymslulausnum við sveiflukenndar aðstæður. 

 

2. Efni og aðferðir 

 

2.1 Efnavörur 

 

Himnusíað og frostþurrkað  trypsín úr nautabrisi (EC 3.4.21.4) gerð T-4665, metanól , 1-etýl-3-

(3-dímetýlamínóprópýl)karbódíímíð (EDAC), súlfóhýdróxýsúkkínímíð (Súlfó-NHS), N-α-

Benzoyl-D-L-argínín-p-nítróanílín (BAPNA),  tríeþanólammóníum hýdróklóríð (TEA), 

kalsíumklóríð og 2-(N-Morphólínó)eþansúlfónsýra  var allt aðkeypt frá Sigma-Aldrich, 

Bandríkjunum. Sítrónusýra, natríumhýdrógenfosfat, bórsýra, fenól og dímetýlsúlfoxíð (DMSO) 

var aðkeypt frá Merck, Þýskalandi. Brennisteinsýra og perklórsýra var aðkeypt frá Acros 

Organics, Bandaríkjunum. Coomassie Blue var aðkeyptur frá Fluka, Sviss. 

 

Kítósanfásykrunar  voru unnar úr skel úthafsrækju (Pandolus borealis) og komu frá Primex ehf. 

sem staðsett er á Siglufirði. Kítósanfásykran sem notuð var í þessu verkefni var 4-8 

sykrueiningar á lengd og stig afasetýleringar var 55%. Meðalmólmassi fásykranna var 1,34 kDa 

og saltinnhald var 20,4% (w/w) [10]. 

 

Trypsínlausnirnar og bufferinn voru geymd í kæliskáp við 4 c° þegar það var ekki í notkun. 

 

2.2. Tæki 
 

2.2.1.  Örplötuljósmælir 

 

Í virknimælingunum fyrir hitasstigsstöðugleika og sýrustigsstöðugleika sem og í prótín –og 

sykrumælingunni var notast við örplötuljósmælinn Thermomax Microplate reader frá 

fyrirtækinu Molecular Devices, Kaliforníu, Bandaríkjunum. Mælirinn er tengdur Macintosh 

tölvu og mælingum var safnað saman í forritið Softmax, frá sama fyrirtæki.  

Örplötuljósmælirinn er ekki frábrugðin venjubundnum ljósmæli nema að því leyti að hann getur 

mælt mun fleiri sýni í einu með mun minna rúmmál. Lóðréttur ljósgangur er fyrir hvern einasta 
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bolla örplötunnar og ljósnemi fyrir neðan. Örplöturnar eru úr þolnu plasti og innhélt hver örplata  

96 bolla og í hvern bolla var hægt að setja rúmlega 300 µL af sýni. Ljósmælirinn mældi hraða 

trypsínhvataðrar sundrunar á hvarfefninu BAPNA , með því að mæla gleypni á tímeiningu 

(mA/mín) sundrunarafurðarinnar p-nitróanílín, sem er gult á litinn, við 405 nm, á 30 sekúndna 

fresti í 15 mínútur. Í prótín –og kolhýdratmælingunum var gerð endapunktsmæling (e. Endpoint 

measurement), en þá var gleypnin bara mæld einu sinni og leysirinn (blankur) dregin frá. 

 

2.2.2. Sýrustigsmælir 

 

Sýrustig buffera var mælt með Metrohm 632 stafrænum sýrustigsmæli, tengdur raftróðu. 

Mælirinn var staðlaður á nokkurra daga fresti með stöðlunarbufferum (pH 4 og 7) frá Riedel-de-

Haën, Þýskalandi.  

 

2.2.3 Önnur tæki 

 

Öll þurrefni voru viktuð með stafrænni Mettler 240 vikt, sem er nákvæm upp að fjórða aukastafi, 

í grömmum talið (þ.e. upp að 0,0001 grammi).  

Vatnsböðin BioBlock Scientific og Grant voru notuð í hitastigsstöðuleikaprófunum, en bæði 

böðin eru með stafrænum hitastigstillingabúnaði. Stafrænn hitamælir var einnig hafður með til 

samanburðar.  

Notaðar voru stillanlegar pípettur frá Labsystems. Passað var upp á nákvæmni þeirra. Í 

hitastigstöðuleikamælingunum var notuð skeiðklukka frá lágvöruversluninni Tiger®.  

 

2.3 Magngreiningaraðferðir 

 

2.3.1. Prótínmagngreing 

 

Trypsín var magngreint með breyttri aðferð Bradford‟s, sem kennd er við Zaman og Vervilghen. 

Hún gengur út á það að í sterksúrri lausn binda amínóhópar prótína litarefnið Coomassie Blue 

magnbundið [13]. Þessi aðferð er ein besta litmagngreingaraðferð (e. colorometric assay) á 

prótínum og er mjög næm. Aðferðin er línuleg fyrir prótínstyrki upp að 100µg/mL [17].  

Bradford-lausnin var útbúin skv. leiðbeiningum sem útbúnar voru fyrir Thermo Max 

örplötuljósmælinn. Sýni voru mæld í örplötuljósmælinum með því að setja 275µL af Bradford-

lausn  og 25 µL af sýni ofan í hvern bolla sem átti að mæla. Örplötunar voru látnar standa í ca. 

20 mínútur fyrir mælingu. Staðallína var útbúin með mismunandi styrkjum af trypsíni í TEA 

buffer. Blankað var með 275 µL af Bradford-lausn og 25 µL af hreinum TEA buffer 

[Lífefnafræðistofa]. Fyrir mælingu á frjálsu trypsíni var einnig blankað með 25 µL af hreinum 

TEA buffer. Fyrir mælingu á trypsíni með uppleystu kítósani (t+k) var blankað með viðeigandi 

styrk á kítósani í TEA buffer (25 µL af viðeigandi kítósanstyrk í TEA buffer auk 275 µL af 

Bradford lausn).  



 

 14 

2.3.2. Sykrumagngreining 

 

Fenól-Brennisteinssýru aðferðin er góð leið til þess að magngreina margar sykrur, en þó ekki 

deoxysykrur, s.s. deoxyríbósa [20]. Þessi aðferð var fyrst birt í grein sem Dubois et. al. birtu árið 

1956, og er mjög mikið notuð.  Hægt er að nota aðferðina á einsykrur, tvísykrur og fásykrur, sem 

og á afoxandi eða óafoxandi sykrur, en megn brennisteinssýran sér um að kljúfa glýkósídísku 

tengin milli sykrueininganna í tví og fásykrum [1, 10, 20]. Nokkrar útgáfur eru til að aðferðinni 

en þær ganga allar út það sama, þ.e. að sykrur  í sterksúrri lausn mynda furfural-afleiður, en hver 

og ein fúrfúral-afleiða hvarfast við 2 mólígildi af fenóli. Við það myndast gul-litaður 

,,conjugeraður” komplex sem gefur hámarkgleypni við 492 nm [10]. Liturinn eykst með auknum 

sykrustyrk. Með staðallínu er svo hægt að ákvarða sykrustyrki í lausnum. Ef rétt er farið að, er 

aðferðinn nákvæm upp á ±2% [20]. Þessi aðferð er svo næm að passa þurfti alla sellúlósamengun 

(t.d. úr pappír, þannig að sýnaglös voru EKKI þurrkuð með pappír).  

 

Notuð var afbrigði af aðferðinni frá undirsíðunni Cell Wall Genomics Techniques við Purdue-

Háskóla, Bandaríkjunum [23]: 

 

Í hrein sýnaglös var sett 300 µL af sýni og 300 µL af 5% fenóli. Þessu var blandað vel saman. 

Síðan voru 3 mL af 96-98% brennisteinssýru látnir dropa ofan í nokkrum skömmtum, en þetta 

olli mikilli hitamyndun. Sýnaglösunum var svo leift að standa inn í stinkskáp í 10 mín. Eftir það 

voru þau færð í 30 C° hitabað í 25 mínútur, en á meðan jókst liturinn á lausnunum (misjafnt eftir 

sykrustyrk sýnanna). 

Síðan voru 300 µL skömmtum af sýnum pípetterað í hvern bolla, sem nota átti, á örplötu og mælt 

í örplötuljósmælinum við 490 nm. Staðallína var útbúin með því að mæla mismunandi styrki 

kítósans á bilinu 1 – 9 
mg

/mL í veiksúrri vatnlausn (1% HCl). Blankað var með hreinni veiksúrri 

vatnslausn. Fyrir kítósanmælingu á trypsín í kítósanlausn og trypsíni með samgilt tengdu 

kítósani, var blankað með viðeigandi trypsínstyrkjum. 

 

2.4 Virknimælingar 

 

2.4.1.  Almennt um virknimælingarnar 

 

Áður en virknimælingar hófust var fundin hæfilegur vinnslustyrkur á trypsíninu. Hvarfefni 

trypsínsins, BAPNA, þarf að vera í talsverðu yfirmagni svo að ensímið nái hámarksvinnsluhraða 

sínum (Vmax). Til að virknin yrði línuleg þurfti að hafa þynninguna þannig að ef þynnt 

trypsínstofnlausn yrði þynnt til helminga (2x) myndi hámarksvinnsluhraðinn einnig lækka u.þ.b. 

um helming. Fyrir frjálsa trypsínstofnlausn í styrknum 2,32 
mg

/mL og trypsín m/uppleystu kítósani 

(t+k) í styrknum 2,68 
mg

/mL reyndist 20x þynning hæfileg. Öðru máli gengdi fyrir trypsín tengt 
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kítósani samgildum tengjum (tck). Fyrir
3
  tck1 reyndist 2,5x þynning hæfileg en fyrir tck2 

reyndist 7x þynning hæfileg. Í öllum virknimælingunum var frjálst trypsín, t+k og tck(1 og 2) 

leyst upp í TEA buffer (0,112 M TEA, 0,0115 M CaCl2   pH 7,80). 

 

BAPNA var leyst upp í DMSO (Dímetýlsúlfoxíð), í styrknum 19 mM, en DMSO reyndist mun 

betri leysir fyrir það efni en vatn.  

 

2.4.2. Sýrustigsstöðugleikamæling 

 

Blandaður var 1 líter af ,,universal buffer” í afjónað vatn (0,025 M Sítrónusýra, 0,025 M 

Natríumhydrogenfosfat og 0,025 M Bórsýra) , en sá buffer ,,bufferar” vel yfir pH 4 – 10. 

Í 14 stykki  af 50 mL plastglösum, var píppeterað 40 mL af universal buffer, ofan í öll 14 

plastglösin. Síðan var stillt á mismunandi pH í hverju plastglasi fyrir sig og fyllt upp að 50 mL 

markinu með afjónuðu vatni . Plastglösin höfðu sýrustigin 4.0 , 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 

7.8, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5 og 10. 

 

Ofan í hvern bolla örplötunnar sem átti að mæla í, fór 230 µL af viðeigandi súrum (eða 

basískum)  universal buffer, 10 µL af 19 mM BAPNA, og 10 µL af viðeigandi þynntri 

trypsínstofnlausn. Virknimælt var í örplötuljósmælinum við 405 nm í 15 mínútur, við 

herbergishita (22 – 24 c°). 

 

2.4.3. Hitastigsstöðugleikamæling 

 

Trypsínstofnlausn (frjálst trypsín, t+k  og tck2) var sett í plastglas og gerð viðeigandi þynning 

með TEA buffer, og það látið merkja “0 mínútur”, þ.e. byrjun hitastigsstöðuleikamælingar.  Í 

fyrirfram hitastillt vatnsbað var ákveðnu magni af buffer í glersýnaglasi með glerloku (til að 

koma í veg fyrir uppgufun) komið fyrir og hann látinn ná jafnvægi við hitastig vatnsbaðsins (c.a. 

3 mínútur). Trypsínsstofnlausn var svo pípetterað ofan í hitaða bufferinn í því magni þannig að 

viðeigandi þynning fékkst (t.d. fóru 100 µL af  frjálsu trypsíni ofan í 1900 µL af forhituðum 

buffer en það er 20x þynning). Sýni voru tekin upp úr vatnshitaða glersýnaglasinu og sett í lítil 

plastsýnaglös, og svo strax sett á ís (þ.e. í frauðplastform fyllt með ískurli), eftir 3, 5, 8, 12, 17, 

23 og 30 mínútur. 

Eftir að mælingu var lokið, var 230 µL af buffer sett ofan í hvern einasta bolla sem mæla átt í, 

ásamt 10 µL af 19 mM BAPNA og 10 µL af þynntu frjálsu trypsínsýni (eða t+k og tck2) sem 

höfðu verið í 0, 3, 5, 8, 12, 17, 23 og 30 mínútur ofan í hitabaðinu. 

 

Fyrir frjálst trypsín og t+k var þetta gert við eftirfarandi hitastig: 50, 52, 54, 56, 58 og 60 C°. 

                                                           
3
 Útbúa þurfti tvisvar sinnum tck, þar sem ekki var hægt að mynda nógu mikið tck í hverju krosstengingarhvarfi fyrir 

bæði sýrustigmælinguna og hitaafvirkjunarmælinguna. Sjá nánar í Viðauka 2. 
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Fyrir tck2
4
 var þetta gert við eftirfarandi hitastig: 62, 66 og 70 C°. 

 

Þegar TEA buffer er hitaður breytist sýrustig hans um -0,02 
pH

/C° [12]. Þetta fer að hafa truflandi 

áhrif á stöðugleika trypsín við þau hitastig sem mælt var við í hitastigsstöðuleikamælingunum. 

Sýrustig hans var alltaf mælt pH 7,80 við c.a. 22 C°. Þannig að vandamál var leyst með því að 

leiðrétta sýrustig buffersins áður en hann var hitaður. T.d. í mælingunni við 54 c°: 

 

pH leiðrétt = 7,80 + (22 – 54 C° )*-0,02 
pH

/C° = 8,44 

 

Það merkir að TEA buffer er pH 7,80 við 54 c° þegar hann er pH 8,44 við 22 c°. Sambærileg 

leiðrétting var gerð fyrir öll hitastigin. 

 

2.5 Myndun samgildra tengja kítósans við nautatrypsín 

 

2.5.1. Almennt um krosstengingu stórsameinda við prótín með EDAC 

 

EDAC (1-etýl-3(3-dímetýlammoníumprópýl)karbódíímíðklóríð)) er algengasta krosstenginga 

karbódíímíðefnið, og líkt og önnur karbódíímíðefni er það notað til að tengja saman 

stórsameindir sem innhalda amínóhópa við karboxýlhliðarkeðjur prótína . EDAC er 

vatnsleysanlegt, en það eru einning óvirk myndefni þess, s.s. ísóúrea, sem myndast við 

krosstengingu (e. by-products), þannig hægt er að fjarlægja þau eftir krossteningu með 

hlaupsíun. 

N-setin (e. N-substituted) karbódíímíðefni hvarfast við karbóxýlsýruleifar prótínanna og mynda  

hvarfgjarnt en óstöðugt prótíntengt o-asýlúrea milliefni. O-asýlúrea er virkt milliefni  (e. active 

intermediate) sem heldur áfram að hvarfast í krosstengingarhvarfinu. Rannsóknir hafa sýnt að 

EDAC hvarfast best í vatnsbufferum sem hafa pH gildi á bilinu 4,5 – 6,0 en einnig gengur að 

krosstengja í lausnum með sýrustigi allt að pH 7,5 án þess að  mikil breyting verði á 

krosstengingaruppskeru (e. cross-linking yield). Stærsti gallinn við að nota eingöngu EDAC við 

krosstengingu er sá að að prótíntengda o-asýlúrea milliefnið hvarfast oft ekki nógu hratt við 

amínhóp stórsameindarinnar, sem tengja á við prótínið. O-asýlúrea er ekki mjög stöðugt efni í 

vatnslausn og vatnsrofnar (e. hydrolyzes) fljótt eftir að það myndast. Því er N-

hýdróxysúkkínímíði (NHS) eða Súlfó-N-hydróxýsúkkínímíð (Sulfó-NHS) bætt út í hvarflausnina 

til að hvarfast við prótíntengda o-asýlúrea milliefnið. Við það myndast mjög rafsækin 

prótíntengdur NHS ester sem hvarfast auðveldlega við amínóhópa stórsameindarinnar sem á að 

tengja við prótínið. Amínóhópurinn gerir kjarnsækna árás á rafsækna karbónýlkolefni 

prótíntengda NHS-estersins. Við það losnar frjálst NHS og stöðugt amíðtengi myndast milli 

prótínsins og stórsameindarinnar. 

Við krosstengingu í súrum lausnum hefur reynslan sýnt að gott er að nota MES [2-(N-

                                                           
4
 Kítósan krosstengt trypsín afvirkjast (eðlissviptist) hverfandi lítið við hitastig undir 60 c°. 
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Morfólínó)eþansúlfónsýra] buffer, en það efni hefur engan karboxýl –eða amínóhóp sem gæti 

valdið óæskilegum hliðarhvörfum (e. side reactions).  

 

Nokkur óæskileg hliðarhvörf geta þó átt sér stað þegar EDAC/NHS er notað til að krosstengja 

stórsameindir á prótín: 

1) EDAC getur myndað stöðugan complex með súlfhýdrýlhópum cysteine á yfirborði prótína.  

2) Tyrosín (þ.e. ef hliðarhópur þess er á formi anjónískrar fenóxýlatjónar) getur hvarfast við 

EDAC. 

3) Imídazólýl hliðarkeðja histidíns getur hvarfast við NHS ester-milliefni sem leiðir til myndunar 

á virkum karbónýl-ímídazól hópi sem síðar getur hydrólýserað [15]. 

 

2.5.2. Krosstenging kítósans við nautatrypsín 

 

EDAC/NHS hvarfið tengir prímert amínóhóp kítósanfjölsykranna við karboxýlhópa aspartik -og 

glútamik sýruleifa á yfirborði trypsínsins , eins og sýnt er á mynd 6 [6, 15]: 

 

Mynd 6: Sýnir hvarf EDAC/NHS hvataða krosstengingu kítósans við trypsín. 

Sameindamyndirnar fengust úr bókinni Bioconjugate Techniques. ATH: Súlfóhópum NHS 

sameindanna var sleppt til einföldunar. 

 

Karbódíímíð/Sulfó-NHS krosstenging kítósans á trypsín hefur þann eiginleika að tengingin er 

,,zero-length spacer arm“ tenging. Það merkir að engum utankomandi atóm mynda tenginguna, 
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aðeins atóm kítósansins og trypsínsins mynda amíðtengið sem tengir þessar tvær stórsameindir 

saman [15].  

 

Aðferðin sem notuð var við krosstenginguna kom frá Stefáni Braga Gunnarssyni, M.S. nema í 

líffefnafræði við HÍ. Hann hefur notað eftirfarandi aðferð við krosstengingu kítósan á peroxídasa 

úr piparót með ágætum árangri: 

 

Útbúin var 2 mL af 50 mM MES buffer (MES uppleyst í afjónuðu vatni). Í bufferinn var viktað 

10 mg (u.þ.b. 0,00746 mmól) af kítósani, og lausnin hrist þar til að allt kítósanið var uppleyst. 

Næst var viktað ofan í lausnina 4 mg (u.þ.b. 0,000168 mmól) af nautatrypsíni, og pH stillt á 6,5. 

Að lokum viktað í lausnina, 8 mg (0,0417 mmól) af EDAC og 4 mg (0,0184 mmól) af Súlfó-

NHS. Lausnin var hrist í sólarhring við herbergishita (22-24 C°). Síðan var lausnin afsöltuð á 

PD-10 hlaupsíunarsúlu frá GE Healtcare, Svíþjóð.          

2.6 Gelsíun 

 

Gelsíun (e. Gel filtration) er súluskiljunaraðferð sem aðskilur sameindir eftir stærð. Stöðufasi 

skiljunnar er samansettur af kúlulaga fjölliðum (t.d. Sephadex) með götum og holum af 

ákveðinni stærð. Stórar sameindir geta ekki fests í þessum holum og fljóta, því sem næst, beint 

niður. Smærri sameindir festast oft og títt, tímabundið, í götum kúlulaga fjölliðanna, og ferðast 

þar af leiðandi mun hægar [18]. 

 

Gelsíun var notuð til að afsalta hvarflausn eftir krosstengingu kítósans á nautatrypsín. Aðkeypt 

PD-10 forpökkuð afsöltunarsúla var keypt frá GE Healtcare, Svíþjóð. Stöðufasi súlunnar er úr 

fjölliðunni Sephadex G-25 (blanda af fjölliðuðum sepharósa og dextrani). Súlunnar skilja að 

sameindir sem eru meir en 5000 kDa (t.d. Kítsósan krosstengda trypsínið) frá sameindum sem 

eru minni en 1000 kDa (t.d. hvarfað EDAC, hvarfað Súlfó-NHS, MES bufferjónir o.s.frv.).  

 

Líkt og áður kom fram var rúmmál krosstengingar hvarflausnarinnar 2 mL. Hvarflausninni var 

hlaðið á súluna og fyrstu 2 mL sem kom út úr súlunni var hent. Skammtur af TEA buffer (112 

mM TEA og 11,5 mM CaCl2   pH 7,80) var hlaðið á súluna fyrstu 3,5 mL af  rennslislausninni 

(e. elute) var safnað og virknimælt, og seinna notað í mælingum [25].  

Þynningarfaktorinn eftir gelsíunina er 3,5 mL/2,0 mL = 1,75. Því var gróflega áætlað að 

prótínstyrkurinn eftir þynningu væri  . Þetta var gert þar sem ekki er hægt 

að prótínmæla kítósan krosstengt nautatrypsín með breyttri aðferð Bradfords. Ástæðan er sú að 

amínóhópar kítósansins bindast einnig Coomassie Blue sameindunum ósamgildum tengjum líkt 

og amínóhópar trypsíns, og rugla þeir því mælinguna. 
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3. Niðurstöður og umræða 

 

3.1 Niðurstöður magngreininga  

 

3.1.1. Niðurstöður prótínmælingu með breyttri aðferð Bradfords og 

sykrumælingu með Fenól-Brennisteinssýruaðferðinni. 

 

Í stöðluninni fyrir prótínmælinguna og sykrumælinguna var hver staðall mældur 

fjórum sinnum samtímis.  

 

 

Mynd 7: Stöðlunargraf fyrir prótínmælingu með breyttri aðferð  

Bradford‘s (Zaman&Vervilghen, 1979). Skekkjustikurnar (e. error bar)  

við hvern punkt tákna staðalfrávið mælinga þess punkts. 
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Mynd 8: Staðagraf fyrir Fenól-Brennisteinsýruaðferð Dubois. et.Al. Skekkjustikurnar  

við hvern punkt tákna staðalfrávið mælinga þess punkts (ATH: Skekkjustikurnar sjást illa). 

 

 

Niðurstöður úr gröfum mynda 7 og 8 birtast svo í töflu 1 og 2: 

 

Tafla 1: Niðurstöður prótínmælinga fyrir magngreiningu á frjálsi trypsín og trypsín 

m/uppleystum kítósanfásykrum (t+k). Trypsínstyrkirnir er fundnir út með jöfnu bestu línu 

grafanna á myndum 7 og 8. Sýnin tck1 og tck2 voru mæld með öðrum aðferðum, enda ekki hægt 

að mæla þau með breyttri aðferð Bradford‘s, líkt og áður hefur komið fram. 

Sýni  Þynning Fjöldi mælinga  Gleypni [A] Styrkur trypsíns [mg/mL] 

Frjálst trypsín 50x 8 0,072 2,32 

        T+k 50x 8 0,081 2,68 

Tck1 Sjá undirkafla 2.6 - - 1,14 

Tck2 Sjá viðauka 2 - - 2,41 
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Tafla 2: Niðurstöður sykrumælinga fyrir magn kítósan. Kítósanstyrkirnir er fundnir út með jöfnu 

bestu línu grafsins á mynd X.  

Sýni Þynning Fjöldi mælinga  Gleypni [A] Styrkur trypsíns [mg/mL] 

Frjálst trypsín Enginn 0 0 0 

        T+k Enginn 8 0,069 0,934 

Tck1 Enginn 6 0,133 2,02 

Tck2 Enginn 8 0,138 2,10 

 

 

3.1.2. Mólhlutföll milli kítósans og trypsíns  

 

Fjöldi kítósanssykra miðað við hverja sameind trypsíns fæst með því að deila mólfjölda trypsín í 

mólfjölda kítósans. 

 

Tafla 3: Mólhlutfall kítósan og trypsíns, útreikningar miðuðust við magn trypsíns og kítósans í 

töflum 1 og 2. 

Gerð trypsíns  µmól trypsíns µmól kítósan  Fjöldi kítósansameinda fyrir hverja 
trypsínsameind 

T+k 0,113 0,697 6,2 

Tck1 0,0479 1,51 31,5 

Tck2 0,101 1,56 15,4 

  

Greinilegt vanmat er á styrk krosstengdu trýpsínanna, tck1 og tck2. Útilokað er að 31,5 eða 15,4 

kítósanfásykrueiningar hafi, að meðaltali, bundist hverri trypsínsameind, því að aðeins eru 

samtals 10 aspartik –og glútamiksýruhópar í virku nautatrypsíni, en á þá hópa tengir 

EDAC/Súlfó-NHS hvarfið kítósanfásykrunar. Aðferðirnar sem notaðar voru til að greina 

trypsíninnhald tck-afleiðanna, eru frekar ónákvæmar. Til dæmis, var styrkur tck1 ákvarðaður 

með því að deila þynningarhlutfalli gelsíunarinnar í þann styrk trypsín sem viktað var ofan í 

EDAC/Súlfó-NHS hvarflausnina. Viktunartalan féll mjög ört, sennilega vegna uppgufunar, á 

meðan viktunin fór fram þannig að útilokað var að vita nákvæmlega hvað mikið trypsín fór ofan 

í hvarflausnina.  

Þrátt fyrir vanmatið á styrk tck1 og tck2 eru niðurstöðurnar (úr töflu 3) góð vísbending um að 

flestir, ef ekki allir, hliðarhópar aspartik –og glutamiksýruleifa trypsínsins hafi hvarfast við 

kítósanfásykrur, sem voru eftir allt saman í miklu yfirmagni í EDAC/Súlfó-NHS hvarflausninni. 
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3.2. Samanburður á eðlisvirkni   
 

Í töflu 4 má sjá samanburð á eðlisvirkni frjáls trypsíns, trypsíns m/uppleystu kítósani (t+k) og 

trypsíns með krosstengdum kítósansykrum (tck2), við herbergishita (22-24 c°): 

 

Tafla 4: Sýnir samanburð á eðlisvirkni frjálsa trypsínsins, t+k og tck2 við herbergishita. (Nánar 

um reikniaðferð á þessum stærðum í Viðauka 1). 

 Frjálst 
trypsín 

t+k tck2 

Trypsínstyrkur [mg/mL] 2,32 2,68 2,41 

Þynning  20x 20x 7x 

Styrkur e. thynningu [mg/mL] 0,12 0,13 0,34 

Prótínmagn í örplötubolla [mg] 0,0012 0,0013 0,0034 

Hámarkshvarfhraði, Vmax [mA/min] 18,57 16,92 17,34 

Eðlisvirkni [U/mg] 0,56 0,44 0,18 

 

Líkt og sést í töflu 4 að þá lækkar eðlisvirknin um 21,4% milli frjálsa trypsínsins og t+k. 

Sennilega stafar það af þeirri staðreynd að seigjan hækkar í kítósanlausnum, og því verður 

erfiðara fyrir hvarfefnið (BAPNA) að finna hvarstöð trypsín, sökum tíðra árekstra við 

kítósanfjölliður.  

 Eðlisvirknin tapast um 67,8% milli frjálsa trypsínsins og trypsín krosstengt kítósansykrum. 

Vandamál sem hlýst af samgildum tengingum ensíma við fjölliður er meðal annars mikið 

virknitap ensímanna miðað við frjálst ensím, sérstaklega ef tengingar verða nálægt hvarfstöð 

ensímsins. Þessar niðurstöður eru sambærilegar við það sem aðrir hafa komist að raun um. 

Delanoy et Al. komust að því eftir að kítósan hafði verið samgilt tengt á ensímið laccasa (e. 

Laccase) tapaði það virkni sinni um allt að 28%, en það fór eftir hversu stórar kítósanfjölliðunar 

voru [6].  

 

Hvers vegna nautatrypsín krosstengt kítósansykrum missir svona mikla virkni er ekki gott að 

segja. Asp102 (asparatiksýra) er hluti af hvötunarþríund prótínsins. Ef trypsín sameind 

krosstengist kítósani á Asp102 er sú sameind orðinn óvirk, og því hugsanlegt að eitthvað af 

kítósansameindunum hafi krosstengst á Asp102.  
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3.3. Sýrustigstöðuleiki 
 

Könnuð var breyting á virkni frjáls trypsíns, trypsíns m/uppleystum kítósani (t+k) og trypsíns 

með krosstengdum kítósansykrum (tck1) við sýrustig á bilinu pH 4-10 (við herbergishita)

 

Mynd 10: Hlutfallsleg virkni frjálsa trypsínsins, trypsín m/uppleystum kítósansykrum og  

trypsín krosstengt kítósansykrum, sem fall af sýrustigi (pH 4-10). 

Mynd 9 (til vinstri) : Sýnir 

þrívíddarbyggingu 

nautatrypsíns ásamt 

hvötunarþríund og 7 af 10 

amínósýruhliðarhópum 

aspartiksýru 

(grænn) og glutamiksýru 

(fjólublár). Bláa örin vísar 

asparatiksýruhliðarhóp sem er 

það nálægt hvötunarþríundinni 

að krosstenging á hann gæti 

haft  umtalsverð áhrif á 

eðlisvirkni 
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Trypsín m/uppleystum kítósansykrum (t+k) virðist verða örlítið virkara við sýrustig lægra en pH 

7, miðað við frjálst trypsín. Annars er lítill munur á t+k og frjálsu trypsíni. T+k og frjálst trypsín 

eru virkust við c.a. pH 8,0 sem eru í samræmi við viðurkennd gildi [11]. Tck er aftur á móti orðið 

basakært (e. basophile), en ekki sá fyrir endann á hámarksvirkni þess, sem sennilega er við hærra 

sýrustig en pH 10. Kítósansykrurnar sjá um að verja prótínið betur gagnvart basískum aðstæðum, 

en súrum. Sennilega er það vegna þess að við súrar aðstæður eru kítósansykrunar útstrekktar (sjá 

umfjöllun um kítósan 1.1.1.) vegna rafstöðufráhrindikrafta, enda amínóhópar kítósans 

plúshlaðnir að mestu undir pH 6, þannig að prótónur (H3O
+
) geta með lítilli fyrirhöfn prótónerað 

His57 í hvötunarþríundinni og þannig afvirkjað hana. Við basískar aðstæður er kítósanfjölliðan 

hleðsluhlutlaus og því uppbrett, þannig að kítósansykrunar ,,hylja“ prótínið líkt og dúkur hylur 

borð. Það ver prótínið gagnvart afvirkjun hýdróxíð jóna (OH
-
) [9, 10].  

Eftirtektarvert er stökk í virkni eftir pH 6,0 á mynd T, en það má skýra með því að við u.þ.b. það 

sýrustig tekur histidínleifin (His57) í hvötunarþríundinni upp prótónu og þríundin verður aftur 

virk. 

 

3.4 Hitastigsstöðugleiki 
 

Hitastigsstöguðleiki ensíma/prótína er geta þeirra til að halda sér á svipmótuðu og virku
5
 formi 

yfir einhvern tiltekin tíma. Hitastigsstöðuleiki nautatrypsíns er mjög mismunandi eftir hvort 

kítósansykrur séu krosstengdar á ensímið eður ei. Uppleyst kítósan hefur mun minni áhrif. 

 
 

                                                           
5
 Ensím sem hefur tapað mest allri virkni sinni við hátt hitastig þarf ekki að vera fullkomlega eðlissvipt. Eins og áður 

hefur komið fram getur ensím tapað þriðju stigs byggingu sinni án þess að annars stigs byggingin tapist. Þá er 
ensímið orðið ,,afvirkjað“ en ekki alveg eðlissvipt. Til einföldunar er þó ,,eðlissvipting“ notuð um öll þessi hugtök.   

Mynd 11(til vinstri): Sýnir muninn 

á virknitapi sem fall af tíma, fyrir 

frjálst trypsíns annarsvegar miðað 

við trypsín krosstengt 

kítósanfásykrum (tck2) hinsvegar, 

við ca. 65 C°. 
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Hversu hratt frjálsa trypsínið (og t+k eða tck) missir virkni með tíma, veltur á 

afvirkjunarfastanum 

Afvirkjunarfastinn, kD,  fyrir hitastigseðlisviptingu ensíma, við tiltekið hitastig, má lýsa með 

almennu jöfnunni fyrir fyrsta stigs hvarf [10]: 

 

                              (Jafna 10) 

 

þar sem V0 er upphafshvötunarhraði, og V er hvötunarhraði eftir t sekúndur (,,t“ stendur fyrir 

tíma). Ef ln(V/V0) er teiknað upp sem fall af t, fæst afvirkjunarfastinn (-kD) sem hallatala jöfnu 

bestu línu grafsins.  Afvirkjunarfastann má svo nota til að reikna út virkjunarorku eðlissviptingar 

(Ein), sem og helmingunartíma (t1/2)  frjálsa trypsínsins,  t+k og tck. Virkjunarorka eðlissviptingar 

er reiknuð út með jöfnu Arrenhíusar[13]: 

 

             (Jafna 11) 

 

þar sem A er emperískur fasti (sem mælir árekstrartíðni og hlutfall hvarfgjarna árekstra), T er 

hitastig, R er gasfasti, og Ein er virkjunarorka eðlissviptingar, eða sá ,,orkuhóll“ sem þarf að 

yfirstíga svo að trypsínið (frjálsa, t+k eða tck) eðlissviptist. Ef ln(kD) er teiknað upp sem fall af 

1/T, þá er -Ein/R  hallatala jöfnu bestu línu þess grafs [13]. Slíkt graf er oft kallað 

Arrhenísuargraf. 

 Helmingunartími (t1/2) er sá tími sem það tekur ensím að missa helming virkni sinnar. Hann má 

finna út með eftirfarandi formúlu: 

 

        (Jafna 12)  

 

Lýsandi er að teikna helmingunartímann sem fall af hitastigi sem viðkomandi 

hitastigsstöðugleikaprófun átti sér stað við. 

Afvirkjunarfastarnir fyrir frjálst trypsín, trypsín m/uppleystum kítósansykrum (t+k) og trypsín 

krosstengdum kítósansykrum (tck2) voru fengnir út með þeirra aðferð sem lýst var hér að ofan: 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 26 

Frjálst trypsín: 

 
Trypsín m/uppleystum kítósansykrum (t+k): 
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Trypsín m/krosstengdum kítósansykrum (tck2) 

 
Mynd 12: Gröf ln(V/V0) sem fall af tíma. Hallatalan gefur –kD.  

Tck2 var aðeins mælt við 62, 66 og 70 C° (sjá lið 2.4.3) 

 

Nú þegar afvirkjunarfastarnir (kD) eru þekktir, er hægt að teikna upp viðeigandi Arrheníusargröf 

svo unnt sé að meta virkjunarorku eðlissviptingar: 

 

Mynd 13: Arrheníusargraf fyrir frjálst trypsín og trypsín m/uppleystum 

kítósansykrum. Eins og sést kemur brot í línurnar fyrir c.a. miðju. Þetta 

bendir til þess að tveir afvirkjunarfastar séu á mismunandi hitastigsbilum.  
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Líkt og sést á mynd 13 er einskonar brot í ferlunum fyrir u.þ.b. miðju, þ.e.a.s.  að ferlarnir hætta 

yfir stutt bil að vera línulegir. Þetta ,,brot“ er sínu meira hjá frjálsu trypsíni en trypsín 

m/uppleystum kítósan (t+k). Þessi brot í ferlunum má skýra með því að afvirkjunarferlið 

(eðlisviptingin) er ekki línuleg með einum afvirkjunarfasta heldur tveim (eða jafnvel fleirum) 

[10]. Þar sem trypsín krosstengt kítósansykrum (tck2) var mælt á öðru hitastigsbili en frjálst 

trypsín og t+k, er ekki hægt að bera saman afvirkjunina, nema gert sé ráð fyrir að 

afvirkjunarferlar frjálsa trypsínsins og t+k haldist línulegir. Á myndinni fyrir neðan (mynd 14) 

sést hvernig arrheníusargrafið fyrir frjálst trypsín og t+k líta út þegar búið er að taka burt 

punktanna sem öllu brotinu. Fylgnistuðlarnir (Pearson R-stuðullinn, sýndir á grafinu) sýna að 

ferlarnir falla betur að bestu línu þegar búið að fjarlægja ,,brotapunktanna“.  

 

Mynd 14: Sama Arrheníusargraf og mynd B sýndi fyrir frjálst trypsín og trypsín m/uppleystum 

kítósansykrum, nema að brotunum í ferlunum hafa verið ,,fjarlægð“ (þ.e. tveir punkta ,,klipptir“ 

burt). Hallatölur jafna bestu línanna gefa –Ein/R. 

 

Loks þegar punktarnir sem ollu brotunum hafa verið fjarlægðir eru niðurstöðurnar úr grafinu á 

mynd C orðið samanburðarhæfar við niðurstöðurnar sem arrheníusarplot tck2 gefur: 
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Mynd 15: Arrheníusargraf fyrir trypsín krosstengt kítósani og trypsín m/uppleystum 

Hallatala jöfnu bestu línu gefur –Ein/R.  

Úr jöfnu bestu línu myndanna má svo reikna út virkjunarorku eðlissviptingar (Tafla 4):  

 

Tafla 5: Virkjunarorka eðlissviptingar, sem fékkst úr viðeigandi jöfnum bestu lína 

Arrheníusargrafa, fyrir frjálst trypsín, t+k og tck2.  

Sýni Hallatala Ein [kJ/mól] Ein aukning Aukning í prósentum 
(%) 

Trypsín -18916 157,3 - - 

T+k -18247 151,7 -5,6 -3,6 

Tck2 -25254 210,0 52,7 33,5 

 

Samkvæmt útreiknuðu niðurstöðunum úr töflu 5 gefur krosstenging kítósan á trypsín aukin 

stöðugleika miðað við frjálst trypsín og nemur aukningin 33,5%. Þessar niðurstöður koma ekki á 

óvart þar sem trypsín með krosstengdum kítósansykrum (tck2) þurfti talsvert meiri hita til að 

eðlissviptast en bæði frjálst trypsín og  trypsín m/uppleystum kítósansykrum. 

Virkjunarorka eðlissviptingar trypsíns m/uppleystum kítósansykrum (t+k) um 3,6% miðað við 

frjálst trypsín,  en munurinn er vart marktækur. 

Lítum næst á helmingunartímann sem fall af hitastigi. Niðurstöðum fyrir helmingunartíma frjáls 

trypsíns, trypsín m/uppleystum kítósansykrum og trypsín krosstengt kítósansykrum, má finna á 
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myndum 16 og 17: 

 

 

Mynd 16: Helmingunartími sem fall af hitastigi fyrir frjálst trypsín og trypsín 

m/uppleystum kítósan (t+k).  

 

 

Mynd 17: Helmingunartími sem fall af hitastigi fyrir trypsín  

krosstengt kítósansykrum (tck2). 
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Stöðugleikaaukning trypsíns krosstengt kítósansykrum gefur trypsíninu gríðarlega aukningu í 

helmingunartíma. Sem dæmi þá er helmingunartími trypsín krosstengt kítósansykrum (tck2) við 

70 c° um 810 sekúndur (mynd 17). Helmingunartími frjáls trypsíns við 60 c° (eða 10 c° lægri 

hita) er 475 sek (mynd 16).  

Niðurstöðurnar benda til þess að kítósanfásykrur hafi stöðugleikaaukandi áhrif á trypsín, 

sérstaklega þegar þær eru krosstengdar samgildum tengjum á trypsínið. Kítósan í lausn með 

trypsíni (t+k) hefur áhrif á hitasstigsstöðugleika þess, virkjunarorka eðlissviptingar er reyndar 

svipuð og hjá frjálsu trypsíni, en helmingunartíminn er talsvert meiri. 

Almennt hafa samgilt tengdar fjöl –eða fásykrur stöðugleikaaukandi áhrif á nautatrypsín. 

Villalonga et.Al. rannsökuðu áhrif samgildrar tengingu β-sýklódextrín karboxýmetýlsellúlósa 

sykrufjölliðu á nautatrypsín. Niðurstöður þeirra sýndu að Tm  gildi trypsínsins jókst um 16 C° við 

tenginguna. Auk þess varð trypsínið stöðugra gagnvart sjálfmeltu (e. Autolysis) [9]. 

 

4. Samantekt  

 

 Hægt er draga þrjár megin ályktanir af niðurstöðunum : 

 

1) Aukin hitaþolni trypsíns og basakærni (e. basophilia) fæst með því að krosstengja það við 

kítósansykrur af  gráðu fjölliðunar 4-8 og með 55% afasetýleringu. Kítósanfásykrunar mynda 

aðallega vetnistengi innanborðs og kurla sér því að ensíminu og koma í veg fyrir að vatn og jónir 

komist að yfirborði þess. 

 

2) Fleiri kítósansameindir eða fleiri amínóhópsleifar sama kítósans tengjast hverri 

trypsínsameind við að láta krosstengingu fara fram í hvarflausn með EDAC ásamt Súlfó-NHS 

miðað við það að hvarfa það eingöngu í hvarflausn með EDAC. Vísbendingar þess efnis fást 

með því að bera saman fjölda kítósanfásykra fyrir hverja sameind nautatrypsíns, frá niðurstöðum 

Fannars Jónssonar í M.S.-verkefni hans [10] annarsvegar, og úr niðurstöðum mínum hinsvegar. 

Jafnvel þótt vanmat á prótínstyrk krosstengda trypsínsins hafi verið vandamál í verkefninu mínu, 

að þá er það klárt að stykurinn er ekki það mikið vanmetinn að mólhlutföllinn séu mikið lægri en 

5-7 kítósansameindir á hverja sameind trypsíns.  

 

3) Umtalsvert virknitap verður á trypsíni tengt kítósani með samgildum tengjum (tck2) miðað 

við frjálst trypsín. Einnig verður virknitap á trypsíni m/uppleystum kítósan, en þó ekki eins 

mikið.  
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Viðauki 1 

 
Í undirkafla 3.2. er eðlisvirkni frjálsa trypsínsins, trypsínsins  m/uppleystum kítósansykrum og 

trypsín með krosstengdum kítósansykrum borin saman. Eðlisvirkni prótína er stærð sem hefur 

yfirleitt eininguna 
U
/mg, þar sem U er ensímvirkni með eininguna 

µmól
/mín,  og skilgreind sem það 

magn ensíms sem breytir styrk hvarefnis um 1 µmól á mínútu. Hér verður gefið dæmi um 

hvernig eðlisvirkni frjáls trypsíns var reiknuð: 

 

Skv. lögmáli Lamberts og Beer„s: 

 

             (Jafna A) 

 

þar sem ΔA er gleypnibreytingin (A/mín), ε er eðlisgleypni p-nitróanílíns (um 10200 M
-1

cm
-1

), l 

er hæð lausnarinnar í kúvettu örplötunar ( l = 0,7025 cm) og Δc er styrkmyndun á p-nítróanílíni 

(M/mín).  Með því að leysa út fyrir styrkmyndunina í jöfnu A fæst jafna B: 

 

 

 

 

 

 2,59 ∙ 10
-6 M

/mín 

 

Hvarfið gerðist í 0,00025 L kúvettu, og 1 mól er 10
6 

µmól: 

 

6,47 ∙ 10
-4 µmól

/mín 

 

Loks með því að deila prótínstyrknum (0,0012 mg eftir þynningu) er hægt að fá eðlisvirknina: 

 

0,559 
U
/mg 

 

 

 

 



 

 36 

Viðauki 2 

 
Ekki reyndist mögulegt að prótínmæla krosstengda trypsínið (tck1 og tck2), með breyttri aðferð 

Bradfords, jafnvel þótt viðeigandi kítósanstyrkur væri notaður í blanki. Tck1 útbjó ég með 

Stefáni Braga og var  passað að vikta trypsínið fljótt ofan í MES bufferinn, og því var það mat 

okkar að trypsínið sem væri í lausninni væri nokkuð veginn 2 mg/mL. Tck1 dugaði eingöngu í 

sýrustigstöðuleikamælinguna en svo kláraðist það. Þá var tck2 útbúið.  

Þegar trypsínið var viktað ofan í 2 mL af MES bufferi, í útbúninginum á tck2, var viktunartalan 

alltaf að lækka, vegna uppgufunar, en ég var ekki nógu fljótur að vikta ofan í. Þannig að talsvert 

meira fór ofan í bufferinn en 4 mg af kristölluðu trypsíni, en vandamálið var að ég vissi ekki 

hversu mikið meira en þessi 4 mg fóru ofan. Eftir að hafa ráðfært mig við Hörð Filipusson, 

leiðbeinanda minn, ákvað ég að meta styrkinn með því að bera saman hvarfahraða 10x þynnts 

tck1 (vitað var nokkuð veginn hver styrkurinn á því sýni var) hinsvegar og 10x þynnts tck2 

annarsvegar.  

Við 10x þynningu var hvarfahraði tck1 5,456 
mA

/mín  og tck2 10,550 
mA

/mín. Passað var að við 10x 

þynningu væri hvarfahraði tck1 og tck2 línulegur, þannig að ef sýnin voru þynnt um helming 

myndi hvarfahraði þeirra einnig minnka um helming. Þannig má reikna styrk tck2 með því að 

deila hvarfahraðanum með gróflega áætluðum styrk tck1 og margfalda það hlutfall með styrk 

tck2: 

 

        (Jafna C) 

 

Ef réttum gildum er svo stungið inn í Jöfnu C, fæst (styrkur tck1 fæst úr undirkafla 2.6): 

 

 = 2,10 
mg

/mL 

 

Þessi aðferð er ekki nákvæm, en sennilega sú illskásta.  
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