Enzymy
1 Teoreticka ¢ast

1.1 Enzymy
1.1.1 Zakladni charakterizace

VétSina reakci metabolismu by v podminkdch organismu (vodné prostiedi, teplota, tlak)
neprobihala, nanejvys velmi pomalu, kdyby nebyly pfitomny latky umoziujici (urychlujici)
pribéh téchto reakci. Témito latkami jsou enzymy, které maji funkci biokatalyzatoru.

Enzymy jsou bilkoviny, maji tedy specifickou strukturu. Chemicky se vazou se slouc¢eninami
(substraty) vstupujicimi do reakce za vzniku pfechodné, nestalé slouceniny — komplexu
katalyzator-substrat. Tento komplex se velmi rychle rozpada a uvoliiuje produkty reakce
(Obr. 1). Podstatou G¢inku katalyzatoru je snizeni aktivacni energie (Ea), kterou molekuly
reagujicich latek potiebuji k uskute¢néni reakce. Katalytické uc€inky si enzymy zachovavaji i
po uvolnéni z bunék. V ur¢itém prostiedi a pii urcitych podminkach (in vitro) mohou enzymy
katalyzovat tytéZ chemické reakce jako v Zivych organismech. Zékladni rozdil mezi enzymy
a ostatnimi katalyzatory je v tom, ze svou specifickou strukturou chemické reakce nejen
urychluji, ale 1 reguluji a chemické reakce se ptimo tcastni.
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Obr. 1: Katalytické ptisobeni enzymu.

1.1.2 Mechanismus katalytického ptisobeni enzymu

Molekuly enzymu pfi katalytickém plisobeni vazou substraty na svém povrchu, kde probiha
chemicka reakce. Misto v molekule enzymu, na které se vaZzou substraty, nazyvame aktivni
misto. Aktivni misto tvofi charakteristické skupiny aminokyselinovych zbytka, které mohou
specificky vazat reaktivni ¢ast molekul ur¢itého substratu a aktivné se podilet na jeho chemické



pfeméné. Na aktivni misto se vadZe substrdt a vytvaii enzym-substratovy komplex. Po
probéhnuti vlastni chemické reakce se komplex rozpadne a z aktivniho centra se uvolni
produkty reakce.

1.1.3 Koenzymy a jejich funkce

Enzymy jsou obvykle jednoduché bilkovinné molekuly. Nékteré enzymy se vSak skladaji
Z n¢kolika bilkovinnych podjednotek. Mnohé enzymy pottebuji pro svou katalytickou funkci
jesté dalsi nebilkovinnou slozku — kofaktor. Typickymi kofaktory enzymu jsou kovové ionty
nebo organické molekuly. Kofaktory mizeme d¢lit na slabé vazané koenzymy nebo pevné
kovalentn¢ vazané prosthetické skupiny. Holoenzymem pak nazyvame enzym, ktery obsahuje
apoenzym (bilkovinna ¢ast enzymu) i kofaktor (neproteinova ¢ast enzymu).

1.1.4 Rychlost enzymovych reakci

Rychlost chemickych reakei katalyzovanych enzymy zavisi na podminkach, ve kterych
probihaji. Nejveétsi vliv. md& mnoZstvi substratu (rychlost chemickych reakci vzrlsta
s koncentraci substratu tak dlouho, dokud neobsadi vSechna aktivni mista enzymu), mnozstvi
enzymu (rychlost reakce se zvySuje pfimo Umérné mnozstvi enzymu za predpokladu
dostate¢ného mnozstvi substratu), pH prostiedi (enzymy maji zpravidla tizkou oblast pH, v niz
je ucinnost nejvyssi) a teplota prostiedi (nartistani rychlosti reakce se pti urcité teploté zastavi
a pii dal$im zvySovani zacne klesat, ptfi¢inou je denaturace apoenzymu.

1.1.5 Inhibice a aktivace enzymu

Aktivitu enzymu muizZe ovliviiovat 1 pfitomnost né€kterych nizkomolekularnich sloucenin nebo
iontu Vv reakénim prostfedi. Mize dochazet ke snizovani katalytického ucinku (inhibici
enzymu) nebo ke zvySovani katalytického ucinku (aktivace enzymu).

1.1.6 Substratova specifita

Typickou vlastnosti enzymi je jejich specifita, tedy schopnost katalyzovat pouze urcitou reakci
dané¢ho substratu (reagujici latky). Tato specifita byva velmi vyhranéna, coz dovoluje bunce
piesné rozhodovat o tom, které reakce daného substratu budou v urcitou chvili preferovany. Na
druhou stranu to znamena, Ze pro kazdou reakci daného substratu musi buiika syntetizovat jiny
enzym. Specifita je v podstaté dvoji — substratova a funk¢ni.

Substratova specifita spocivd v tom, Ze enzym plsobi pouze na jeden substrat nebo skupinu
substratl. Enzymy s maximalni substratovou specifitou pisobi na jedinou slouc¢eninu nebo
dokonce na jediny z jejich izomert. VéEtSina enzymt vSak piisobi na nékolik blizce piibuznych
latek a n€které i na velkou skupinu sloucenin té¢hoz typu (alkoholy, estery,...). Za substratovou
specifitu odpovida apoenzym. Cast apoenzymu, ktera tyto vlastnosti ovliviiuje, se oznacuje jako
aktivni vazebné misto. Vazebné misto je vlastné otisk substratu na povrch molekuly
(Obr. 2). Tim lze vysvétlit specifitu nékterych enzymi. Substrat se na enzym vaze pomoci
slabych molekulovych sil.



Funkéni specifita znamena, ze enzym z nékolika pfemén substratu katalyzuje pouze jedinou.
Funk¢ni specifita je urCovana predevSim koenzymem (je-li pfitomen), podili se na ni vSak
i slozka bilkovinna.
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Obr. 2: Aktivni misto enzymu.
1.1.7 Klasifikace enzymu

Zakladem klasifikace (rozdéleni) enzym je typ chemické reakce, kterou katalyzuji.
Mezinarodni biochemicka a molekularné biologicka unie (IUBMB) zavedla nomenklaturické
rozdéleni enzymi pomoci tzv. EC cisel do 7 hlavnich kategorii, které se dale déli na
podkategorie:

e EC 1 - oxidoreduktasy: oxida¢né/reduk¢ni reakce

o EC 2 —transferasy: ptenos funkénich skupin

e EC 3 - hydrolasy: hydrolyza chemickych vazeb

e EC 4 — lyasy: sté€peni chemické vazby jinym zpusobem nez hydrolyzou ¢i redoxni

reakci

o EC 5 - izomerasy: isomeriza¢ni reakce

e EC 6 - ligasy: kovalentni vazba molekul

e EC 7 —translokasy: transport ¢astic pfes membranu

1.2 Amylasa

1.2.1 Zivotdi$na amylasa

a-amylasa, obsaZzena ve slinach, odbourava Skrob za vzniku dextrind. a-Amylasa patii mezi
hydrolasy, konkrétné glykosidasy. Katalyzuje S$tépeni a-1,4-glykosidické vazby uvnitf
sacharidt, které obsahuji 3 a vice D-glukosovych jednotek (oligosacharidy). Toto $tépeni
probiha ndhodné uvnitf polysacharidového fetézce. Produktem Stépeni jsou redukujici
sacharidy maltosa, maltotriosa a a-limitni dextriny (obsahuji primérné 8 glukosovych jednotek
s jednou nebo vice 1,6-glykosidickymi vazbami). a-amylasa nekatalyzuje Stépeni 1,6-
glykosidické vazby mezi sacharidy a nekatalyzuje $t€peni Skrobu az na glukosové jednotky.
Pfitomnost redukujicich cukrti je mozné dokéazat Fehlingovou reakci (teorie viz tuloha
Sacharidy).
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a-Amylasa ve své molekule obsahuje vazany iont vapniku, jako kofaktor. PrestoZe je vapnik
nutny pro enzymatickou aktivitu aamylasy jeho pfili§ vysokd koncentrace muize enzym
inhibovat. Aktivaci enzymu zpUsobuje také chloridovy aniont. pH optimum a-amylasy je
v rozmezi pH 7,0-7,2.

1.2.2 Rostlinné amylasy

Jedna se o enzymy S$tépici Skrob (lat. amylum = Skrob) a dalsi polysacharidy, ve kterych se
vyskytuji O-glykosidové vazby a-1,4. Nejdiilezitéjsi jsou a-amylasa, kterd se vytvaii az pii
kliceni sladu a B-amylasa, kterd je ptitomna uZz v rostlin€ obilniny.

a-amylasa pafi mezi endoenzymy, protoZe katalyzuje Stépeni a-1,4-glykosidické vazby uvnitt
fetézcli polysacharidii, véetné amylosy i1 amylopektinu, krom¢ vné&jSich vazeb a vazeb
nasledujicich po vétveni v amylopektinu. Jeji aktivace se déje v pfitomnosti vapenatych,
zine¢natych nebo chloridovych iontech. Optimalni pH a-amylasy je v rozmezi 5-7,2.
B-amylasa je exoenzym, hydrolyzuje tedy a-1,4-glykosidické vazby polysacharidii odstépenim
maltosové jednotky od neredukujiciho konce fetézce polysacharidu za vzniku B-maltosy. Jeji
optimalni pH se pohybuje v rozmezi 5,0-5,6 a aktivita tohoto enzymu zavisi mimo jiné i na
obsahu dusiku v obilce.

1.3 Sacharasa

Enzym sacharasa se stejné jako amylasa fadi mezi hydrolasy. Sacharasa katalyzuje hydrolyzu
sacharosy na monosacharidy glukosu a fruktosu. Smés téchto dvou monosacharidii je sladsi
neZ sacharosa samotna a proto se vyuZziva pro vyrobu slazenych potravin. Z toho diivodu je
enzym sacharasa vyuzivan V potravindiském prumyslu. Hlavni zdrojem sacharasy pro
pramyslové vyuziti jsou kvasinky. Teplotni optimum enzymu je 60 °C a pH optimum 4,5.
Aktivitu enzymu lze stanovit z ptirGstku produktt, tedy redukujicich monosacharidu,
Fehlingovou reakci.

1.4 Stanoveni Skrobu pomoci Lugolova roztoku

Roztok jodu (Lugolovo ¢inidlo) je mozné vyuzit k detekci pritomnosti Skrobu. Pti reakci Skrobu
s Lugolovym ¢inidlem dochdzi ke vzniku modrého zbarveni. Pti $t€peni Skrobu na kratsi fetézce
pfechazi modré zbarveni nejprve do Cervené barvy, nésledné po uplném rozstépeni Skrobu
prechazi roztok az do zlutého zbarveni. Této skutecnosti je mozné vyuzit pro stanoveni ucinku
Skrob $tépicich enzymu, a to jak v prumyslu, tak v laboratofi.



2 Prakticka Cast

2.1 Cile ulohy

e Porozumét za pomoci tematicky zaméetenych tloh zakladnim vlastnostem enzymd.
e Procvicit zakladni laboratorni dovednosti pouzivané pii praci s enzymy.
e Vyzkouset jednoduché metody detekce enzymovych aktivit.

2.2 Material

Skrob, sacharosa, pekaiské kvasnice.

2.3 Pristroje

Vodni lazn€, vatic, digitalni pfedvazky, elektromagnetickd michacka, vortex.

2.4 Chemikalie

Jodid draselny, jod, chlorid sodny, dihydrogenfosfore¢nan draselny, hydrogenfosfore¢nan draselny,
siran méd’naty pentahydrat, vinan draselnosodny, hydroxid sodny, kyselina citronova.

2.5 Roztoky

e Lugoliv roztok
10 g jodidu draselného a 5 g jodu se rozpusti ve vodé a doplni na objem 100 ml.
e 0,9% chlorid sodny (fyziologicky roztok)
9 g chloridu sodného se rozpusti ve vodé a doplni na objem 1 L
e 0,5 M fosfatovy pufr pH 7,2
27 g dihydrogenfosforecnanu draselného a 52,5 g hydrogenfosforecnanu draselného se
rozpusti v 850 ml vody, upravi se pH a doplni vodou do 1 L.
e Fehlingovo cinidlo roztok 1
40 g siranu méd’natého pentahydratu se rozpusti v 500 ml vody a doplni vodou do 1 1.
o Fehlingovo cinidlo roztok 11
229,24 g vinanu draselnosodného a 150 g hydroxidu sodného se rozpusti v 750 ml vody
a poté se doplni vodoudo 1 1.
e 0,2 M hydrogenfoforecnan sodny
72 g hydrogenfofore¢nanu sodného doplnit vodou do 1 1.
e 0,1 M kyselina citronova
21 g kyseliny citronové doplnit vodou do 1 1.

2.6 Ukoly



2.6.1 Priprava enzymii (nutno pripravit na zac¢atku cviceni)

e Sacharasa z kvasnic: 0,1 g pekaiskych kvasnic rozsuspendujte ve 20 ml destilované vody.

¢ Rostlinna amylasa: Navazte 1 g sladu, ten rozemelte najemno a extrahujte v 50 ml 0,9%
roztoku NaCl po dobu 30 min na vodni 14zni nastavené na 45 °C, extrakt ptefiltrujte (tak
aby byl filtrat Ciry).

2.6.2 Priprava substrati (nutno pripravit na za¢atku cviceni)

e Nared’te potfebné mnozstvi 0,5 M fosfatového pufru na koncentraci 0,1 M.

e Roztok Skrobu A: ve fosfatovém pufru: 0,5 g skrobu rozsuspendujte v 50 ml 0,1 M
fostatového pufru pH 7,2 a 5 minut povaite.

¢ Roztok Skrobu B: ve fosfatovém pufru: 10x zfedény roztok skrobu A (celkem 50 ml)

e Roztok Skrobu C: v destilované vodé: 0,5 g skrobu rozsuspendujte v 50 ml destilované
vody a 5 minut povaite.

e Roztok sacharosy: 1 g sacharosy rozpust'te v 50 ml destilované vody.

2.6.3 Substratova specifita rostlinné amylasy a sacharasy

Substraty
o  Skrob A
e Sacharosa
Enzymy
e Amylasa ze sladu
e Sacharasa z kvasnic

Vlastni pokus

e Podle tabulky (Tab. 1) napipetujte do Sesti oznacenych zkumavek 0,5 ml enzymovych
preparati (rostlinné amylasy (filtrat extraktu sladu) a sacharasy).

e Zkumavky 2 a 5 povaite 5 minut.

e Do vSech zkumavek ptidejte 2 ml substratu, tedy Skrobu A nebo sacharosy (Tab. 1).

e VSechny zkumavky inkubujte 30 minut ve vodni 14zni nastavené na 38 °C.

e Po ukonceni inkubace pouzijte 1 ml vzorku pro stanoveni piitomnosti redukujicich latek
Fehlingovou reakci.

e Ve zkumavce smichejte 1 ml Fehlingova Cinidla I a 1 ml Fehlingova ¢inidla IT s 1 ml
vzorku.

e Opatrnym povafenim vznika Vv piipadé pozitivniho vysedku oranzové Cervena sraZenina
Cuz0. Vysledek zapiste do tabulky (vyfot'te).

e Zkumavky se zbytkem vzorku doplnite 1 cm pod okraj destilovanou vodou a piidejte kapku
Lugolova roztoku (roztok jodu).

e Zkumavky promichejte pomoci vortexu a vysledek zapiste (vyfot'te) do tabulky.

Tabulka 1: Schéma experimentu.
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2.6.4 Optimalni pH enzymové reakce a-amylasy

Substrat

e SkrobC

Enzym

e Rostlinnd amylasa (filtrat extraktu sladu)

Piiprava enzymu a pufiri (pH 3,0 - 8,3)

e Do sady oznacenych Ccistych zkumavek napipetujte roztok hydrogenfosfore¢nanu
sodného a kyseliny citronové podle tabulky (Tab. 2). Ziskate tak sadu pufrii v rozmezi
pH 3 - 8,3.

e Do vSech zkumavek piidejte 1 ml Skrobu C a 1 ml filtratu extraktu sladu (amylasa),
promichejte a dejte inkubovat do termostatu pii 30 °C. Jako slepy vzorek ptipravte 4 ml
kyseliny citronové, do které ptidate 1 ml Skrobu C a 1 ml filtratu sladu (roztok amylasy).

Tabulka 2




Zkumavka Kysellna} NaHPO4 Reakce s Lugolovym
. citronova pH v .
¢. (ml) (ml) ¢inidlem
0 4 0 blank
1 3,2 0,8 3
2 2,6 1,4 4
3 2 2 4,8
4 1,75 2,25 54
5 1,6 2,4 58
6 1,1 2,9 6,6
7 0,7 3,3 7
8 0,25 3,75 7,6
9 0,1 3.9 8
10 0 4 8,3

Urceni stupné rozstépeni substratu

Po 15 minutach inkubace odpipetujte 0,5 ml obsahu zkumavky €. 7 do ¢isté zkumavky,
zied’'te vodou 1 cm pod okraj zkumavky a pomoci Lugolova roztoku vyzkousejte, zda doslo
K uplnému rozstépeni Skrobu amylasou (modré zbarveni skrobu se musi zménit na zluté).
Pokud je roztok stale modry, pokracujte dale v inkubaci a zkousku proved’te za dalSich 5

minut.

Reakeéni smési inkubujte pii 30 °C dalSich 15 min (celkem tedy 30 min).

Roztoky ve zkumavkach dopliite odhadem asi na 10 ml destilovanou vodou, poté pfidejte
kapku Lugolova roztoku. Vizualn¢ odhadnéte intenzitu zbarveni v zavislosti na pH

prostiedi enzymové reakce a zapiSte do tabulky.

2.6.5 Aktivita rostlinné amylasy

Substrat

Skrob B

Enzymy

Rostlinna amylasa ze sladu

Piiprava reakci

Nachystejte sadu 8 zkumavek a oéislujte je.
Ptipravte 8 roztoku se snizujici se koncentraci amylasy (extraktu sladu) dle nasledujiciho

fedéni.

Do prvni zkumavky napipetujte 2 ml extraktu a 2 ml vody.




Z této zkumavky po promichani roztoki odpipetujte 2 ml do zkumavky nasledujici (€. 2) a
pridejte 2 ml vody.

Obsah zkumavky promichejte a pokracujte stejnym zpiisobem v dalSich zkumavkach
Vv ptipravé ziedénych roztokl amylasy.

Z posledni zkumavky (€. 8) odpipetujte 2 ml roztoku do odpadu.

V kazd¢ zkumavce mate 2 ml roztoku vzdy 2x koncentrovangjSiho, nez ve zkumavce
nasledujici.

Stanoveni aktivity rostlinné amylasy

Do kazdé zkumavky rychle napipetujte 4 ml roztoku Skrobu B.

Zkumavky vlozte do termostatu nastaveného na teplotu 38 °C.

Po 30 minutdch zkumavky ochlad’te na ledové lazni a dopliite vodou 2 cm pod okraj
zkumavky.

Do kazdé zkumavky ptidejte 1 kapku Lugolova roztoku, ktery obsahuje jod.

Za zaklad vypoctu berte mnozstvi extraktu v té zkumavce, ve které je roztok zbarven
cervene.

2.7 Vyhodnoceni

2.7.1 Substratova specifita rostlinné amylasy a sacharasy

Vysledky Fehlingovy reakce a zbarveni jodem zapiSte do tabulky.

Vyhodnot'te zhlediska substratové specifity enzym obsazeny v extraktu sladu a
Vv pekaiskych kvasnicich.

2.7.2 Optimalni pH enzymové reakce a-amylasy

Do tabulky uved’te stupen rozstépeni Skrobu enzymem v zavislosti na pH.

2.7.3 Aktivita rostlinné amylasy

Konvenéni jednotka aktivity rostlinné amylasy (oznacuje se D 38°. 30 min, D odvozeno
od diastasa — obecny nazev pro enzymy §tépici polysacharidy) je definovana jako mnozstvi
roztoku enzymuv mililitrech, jeZ staci k rozstépeni 1 ml 0,1% roztoku Skrobu do stupné
erythrodextrinu. Amylasa ma ve zkumavce, ve které je roztok zbarven Cervené, aktivitu
4 jednotky.

Vypocitejte aktivitu amylasy v pfipraveném extraktu sladu.



