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1 UVOD

Pro rozsifeni nabidky moZnosti experiment( v zdkladnim cvic¢eni z biochemie se
nabizi nékteré moznosti modifikaci. Tato prace je zamérena hlavné na vyuziti amylasy,
obsaZzené v rlznych zdrojich. Vzhledem k regionalnim podminkdam je inspirativni vyskyt
amylasy v zeleném sladu, ktery je jednim z meziproduktl pfi vyrobé piva v pivovarském
pramyslu. DalSim dostupnym zdrojem amylasy jsou lidské sliny, ve kterych je enzym

rovnéz obsazen.

Bézné se amylasa ziskdva pred provadénim enzymatickych reakci. Proto se nabizi
otazka, zda je mozno amylasu pfipravit do zadsoby pro nasledné vyuZiti. Dalsi otazky jsou,
zda, a jak se méni aktivita amylasy ze sladu v prlbéhu jeho kli¢eni, jak se lisi aktivity
amylas ziskanych z rGznych zdrojl, a jaké jsou hodnoty pH optima u a-amylas. | touto

problematikou se prace zabyva.

Pozornost je vénovdna také peroxidase, kterd se béiné pfipravuje pred
provadénim enzymatickych reakci. Prace zjistuje, zda se méni aktivita tohoto enzymu
v zavislosti na dobé uskladnéni extraktu. Zdrojem tohoto enzymu je napfiklad kfenovy

kofen, krmna fepa, brambory, cukrovka, pseni¢na mouka a pseniéné otruby.

Soucdsti prace je rovnéz zakladni pohled na problematiku enzymatickych reakci,

uvadénych v literature.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Enzymy

Enzymy jsou biokatalyzatory bilkovinného (jednoduché i sloZzeného) charakteru,
urychlujici chemické reakce v Zivych organismech. Jsou velice rliznorodé, protoze
katalyzuji nejraznéjsi typy chemickych reakci. Dle reakci, které katalyzuji, se rozdéluji do
Sesti hlavnich tfid. Enzymy jsou pfitomny ve vSech Zivych organismech a jejich pocet se
odhaduje na miliardy. Tyto biokatalyzatory snizuji aktiva¢ni energii, urychluji reakce a
neovliviiuji sloZzeni rovnovazné smési stejné jako umélé katalyzatory. OvSem enzymy jsou

mnohem efektivnéjsi ne? umélé katalyzatory. *

1. Jsou ucCinnéjsi. Vykazuji o 6 az 12 radd wvyssi rychlost reakce neZ reakce
nekatalyzovana a o nékolik rada vyssi nez reakce s umélym katalyzatorem.

2. Vyzaduji mirnéjsi podminky reakce. Ta probihd témér pfi neutrdlnich hodnotach
pH, teplotach mezi 20 — 40 °C a za atmosférického tlaku. Na rozdil od umélych
katalyzator(, které ¢asto probihaji za narocnych podminek.

3. Maji znanou substratovou specifitu a tvori specifictéjSi produkty. Enzymatické
reakce malokdy tvofi vedlejsi produkty.

4. Daji se snadnéji regulovat. Katalytické schopnosti enzym{ jsou ovliviovany
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pfitomnosti jinych sloucenin, nez je substrat.

2.2 Nazvoslovi

Pfi Uvodnich studiich byly enzymy c¢asto pojmenovavany trividlné, prevainé
s koncovkou —in. Nékteré nazvy byly zachovany dodnes (napf. trypsin). Poté se enzymUim
zacala pridavat ptipona ,asa” (J. Duclaux 1883) a ndazev byl tvoren dle typu katalyzované

reakce (oxidasa, hydrolasa, transaminasa), nebo dle substratu (amylasa, lipasa). *

JelikoZz v drfivéjSich dobach neexistovalo systematické ndazvoslovi enzymd,
dochdazelo obcas k tomu, Ze existovala dvé jména pro jeden enzym, nebo jeden nazev pro

2 AV , , , v % . , o
dva enzymy. ° Pfi nastalém zmatku a stale rostoucim poctu nové objevenych enzymu se



vroce 1961 rozhodla Mezindrodni unie biochemie (IUB) zavést systémové (raciondlni)

rozdéleni. !

Systémové nazvy enzym( zahrnuji substrat (pfip. substraty) a typ katalyzované

reakce. Enzymy se dle typu katalyzované reakce radi do Sesti hlavnich tfid (tabulka 1).

Téchto 3est tfid se dale déli na p¥isluiné podt¥idy a nizi kategorie.

Tabulka 1: Klasifikace enzymd, dle typu katalyzované reakce *

Klasifikace

Typ katalyzované reakce

1. Oxidoreduktasy

oxida¢né-redukéni reakce

2. Transferasy

prenos funkénich skupin

3. Hydrolasy

hydrolyza

4. Lyasy

eliminace skupin za vzniku dvojnych vazeb

5. lzomerasy

izomerace

6. Ligasy

tvorba vazeb spojend s hydrolyzou ATP

1. Oxidoreduktasy

2. Transferasy

katalyzuji oxidacné redukéni pfemény

vSechny jsou povahy sloZenych bilkovin

jedna z nejpocetnéjsich trid enzymi

oxidoredukéni déj je tvoren prenosem atomu vodiku
(transhydrogenasa, ¢i dehydrogenasa), nebo elektron(
(transelektronasa)

déleni na podtidy dle funkénich skupin *

prenos funkénich skupin (-CHs, -NH,, atd.) z donoru na akceptor
pocetnd skupina enzym( povahy slozenych bilkovin
Ucastni se biosynthetickych déja

déleni do podtfid dle prenasenych skupin *



3. Hydrolasy
- hydrolyticky $tépi vazby vznikajici kondenzaci (napf. amidové,
esterové)
- pocetnd skupina enzym(, vétSinou povahy jednoduchych
bilkovin
- déleni do podt¥id dle typu $tépenych vazeb *
4. Lyasy
- katalyzuji nehydrolytické Stépeni a vznik vazeb C-C, C-O, C-N,
atd.
- odstépuji, nebo pfindseji malé molekuly do substratu
(H,0, NHs, atd.)
- malo pocetna skupina enzym( povahy sloZzenych bilkovin
- v trividlnich ndzvech je oznacujeme vétsinou jako synthasy
- déleni do podtfid dle typu Stépenych, nebo syntetizovanych
vazeb *
5. Isomerasy
- presuny atomu a jejich skupin uvniti molekul
- nejméné pocetnd skupina enzym(O prevdiné povahy
jednoduchych bilkovin
- déleni do podtfid dle typu vytvarené izomerie !
6. Ligasy
- katalyzuji wvznik energeticky ndroénych vazeb a zaroven
rozkladaji 1atky uvolfujici energii
- malo pocetnd skupina povahy sloZenych bilkovin, podili se
na rdznych biosyntézach
- v trividlnich nazvech je oznacujeme vétsSinou jako synthetasa

- déleni do podtfid dle typu vytvafenych vazeb *

Kazdy enzym se znadi dvéma nazvy a Ctyrmi Cisly. Doporuéeny nazev je prakticky
pro béiné pouzivani a vétSinou odpovidd dfive pouzivanému trividlnimu nazvu.
Systematicky nazev slouzi k pfesnému oznacéeni enzymu, aby se pfedeslo moziné zdméné.

Tvofi se ndzvem substratu s pfiponou ,asa” oznacujici enzymem katalyzovany typ reakce
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dle hlavni klasifikacni tfidy (tabulka 1). 2 Pfifazeni Ctyfmistného kodu je umoznéno
rozdélenim enzymU do hlavnich tfid, soustavy podtfid a skupin. Systémové Cislo odpovida
zafazeni enzymu v klasifikaci EC (Enzyme Commission). ' Napfiklad pro enzym
karboxypeptidasa A (doporuceny nazev) se systematickym nazvem peptidyl-L-
aminocidhydrolasa, bude systémové Cislo: EC 3.4.17.1. Prvni Cislo pfedstavuje hlavni tfidu
enzymu (Hydrolasa, viz tabulka 1), druhé islo znaci podtfidu (peptidova vazba), treti Cislo
v poradi vyjadfuje Cislo jeho podskupiny (metalokarboxypeptidasy) a ctvrté Cislo je

poradové &islo enzymu v podskupiné. >

Systémové nazvy nejsou praktické pro béiné pouzivani. Proto je spolu se
systémovym Ccislem vyuZivdme, pokud neni zapotfebi jinak, pouze pfi ,predstaveni”

enzymu a déle upfednostiiujeme nazev doporugeny. *
2.3 Historie

Véda zabyvajici se poznavanim enzymU se nazyva enzymologie. Prvni informace
o existenci biokatalyzatorl pochazi jiz z 18. stoleti, kdy byly popsany travici Gcinky
Zaludecni $tavy. Roku 1834 J. Berzelius popisoval vyskyt katalyzovanych reakci v rostlinach
a zivocisich. V téchto dobach se vsak biokatalyzatory nazyvaly fermenty, protoze se
predpokladala jejich ucast v rozkladnych fermentacnich déjich v pfirodé. Od roku 1878

pouzivame Kihneho oznaéeni ,,enzym* (z feckého en zyme — v kvasnicich). *

Bilkovinou povahu enzymi prokdazal roku 1926 J. Summer, kdyz vykrystaloval
enzym ureasu, kterd katalyzuje hydrolyzu mocoviny na amoniak a oxid uhli¢ity. 2
Bilkovinou povahu, ale tusil jiz roku 1840 J. von Liebig a 38 let pozdéji M. Traube. Studium
enzym( vsak datujeme jesté drive. V roce 1814 byl popsan prvni enzym, a to amylasa ze
sladu. Poté byla popsana amylasa ve slinach a Zaludecni proteasa pepsin v letech 1830 -
1840. Prvni predstavy o mechanismu ucinku enzymu zacaly byt formovany na konci 19.
stoleti. Roku 1894 pfisel E. Fischer s teorii komplementarity (enzymova reakce probiha
v malé oblasti molekuly enzymu, zadmek a kli¢) a V. Henry s predstavou, Ze se béhem

enzymatické reakce tvofi komplex enzym — substrat, jakoZzto meziprodukt. V roce 1913

zpracoval E. Michaelis s M. Mentenovou kinetiku jednosubstratovych reakei. *
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Chemie bilkovin zacala studovat enzymy po prokdazani jejich bilkovinné povahy a
umoznila obrovsky pokrok v pozndvani enzymu. Dnes jich zndme tisice a velké mnoZstvi
z nich jiz bylo izolovano v Cisté podobé, ¢emuz napomohl i velky rozvoj instrumentalnich
metod. Znalost chemie bilkovin pfispéla k pochopeni prostorové struktury a mechanismu
pUsobeni enzymi. | dnes neustdle roste pocet enzyml se zndmym mechanismem

katalytickych G&inkd a zndmou prostorovou strukturou. *
2.4 Struktura

Jak jiz vime, enzymy maji povahu jednoduchych i sloZzenych bilkovin. Soucasti
enzym( povahy sloZzenych bilkovin je nizkomolekularni slozka kofaktor, kterda prendsi
skupiny, atomy, nebo elektrony b&hem biochemickych reakci katalyzovanych enzymem. *
Katalytickou funkci umoziiuji na enzym pevné vazané prostetické skupiny, které se béhem
katalytického cyklu enzymu obnovuiji. > Kofaktor, ktery je vazan na bilkovinnou slozku jen
slabé a mze se lehce oddélit, se nazyva koenzym. Komplex koenzymu s apoenzymem

tvofi holoenzym. !

Studiem struktury molekuly enzym0 se potvrdilo tvrzeni E. Fischera z konce
19. stoleti (viz kapitola 2.3). Oblast, ve které probihd enzymova reakce, se nazyva aktivni
centrum, nebo aktivni misto. Tato oblast byla studovana pozorovdnim aktivity enzym( se
stejnou funkci z jinych organismu, za rdznych chemickych modifikaci skupin molekuly a
pouzitych substituentl. AZ rentgenostrukturni analyza komplext enzymU se substraty a
kompetitivnimi inhibitory objasnila prostorové usporadani aktivnich mist. V aktivnim
centru se vyskytuji pfesné prostorové rozmisténé funkéni skupiny, které jsou soucasti
postrannich retézcl aminokyselinovych zbytk(. Ty jsou v polypeptidovém fetézci daleko
od sebe, ale jeho svinutim se dostdvaji do znacné blizkosti. Prostorové usporadani bylo

nejvice studovano u hydrolas a byly zjistény 3 zakladni typy uspofadani aktivniho centra: *

1. Tvar Stérbiny (polysacharidové, polynukleotidové a polypeptidované retézce)
2. Tvar mélké povrchové prohlubné (travici enzymy — trypsin, elastasa, atd.)

3. Tvar jamky (karboxypeptidasa) *

12



aktivaini centrum = klié
pisobeni rozétépeni
enzymu

enzym = zamek suhstrat substratu

Obrazek 1: schéma enzymové reakce *

2.5 Izolace

Enzymy se izoluji a Cisti béZnymi metodami vyuzivanych pfi izolaci bilkovin. Velkou
vyhodou enzymu oproti inaktivnim bilkovindm je ta, Ze postup izolace miZeme sledovat
mérenim jejich aktivit. Intraceluldrni enzymy se pfi jejich izolaci musi nejprve rozrusit.
Tkan se rozruSuje nejc¢astéji mletim, ¢i homogenizaci a poté se enzymy extrahuji vodou,
tlumivym roztokem (pufrem), nebo alkoholem. Nerozpusténé zbytky v extraktu se bézné

oddéluji filtraci nebo centrifugaci. >
2.6 Méreni aktivity

Aktivitou enzymu se rozumi schopnost katalyzovat preménu substrdtu na
produkt. ® Po&ateéni rychlost reakce je uréovana ubytkem substratu, ¢ tvorbou produktu
v Case. Pocatecni rychlost, ktera se fidi rovnici Michealise a Mentennové (kapitola 2.8.4),
je dle definice rychlost v ¢ase nula, nez doslo k vytvoreni jakéhokoliv produktu. Poéatecni
rychlost reakce je sloZité urcit experimentalné, nebot ¢as, béhem kterého se promichavaji
reakéni slozky a méri koncentrace roztoku, neni nikdy nulovy. Proto se rychlost stanovuje
jako pfreménéné mnoistvi substratu za ¢as. OvSem pouze za ¢as, béhem kterého je zména
koncentrace slozky s ¢asem linedrni (viz obrazek 2). Proto lze pocatecni rychlost reakce

mérit pouze v asovém intervalu od 0 do t;. >

i?]

Obrazek 2: Uréeni pocateéni rychlosti enzymové reakce *
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Jednotlivé reakéni slozky smési je dllezZité pred zahdjenim enzymatické reakce
vytemperovat 5-10 minut oddélené na uréenou teplotu, nebot rozdilné teploty sloZzek by
mohly reakci ovlivnit. Pfi inkubaci béhem kratkého casového intervalu velmi zalezi
na presném okamziku zahajeni pokusu. Chyba pfi pfidani pfesného objemu je totiz mensi,
nez chyba vznikld béhem inkubace pfi pomalém pfidavani enzymu. Obsah pipety se proto

do smési vétiinou ptidava jejim rychlym vyfouknutim. ®

Zastaveni enzymatické reakce se Casto provadi denaturaci. Jednd se o proces
charakteristicky pro bilkovinné struktury. Obvykle se provadi vyznamnou zménou pH,

pFipadné pfidanim vhodného inhibitoru. °
2.7 Jednotka enzymové aktivity

Pro kvantitativni stanoveni pfitomného mnoizstvi enzymu v roztoku vyuzivame

jeho katalytické aktivity. P¥i tomto zpUsobu stanoveni véak musime znat: °

1. chemickou podstatu a stechiometrii reakce enzymem katalyzované,

2. nutnost pfitomnosti kofaktoru pro funkci enzymu,

3. K pro dvojici E—S (enzym — substrat), popt. E — K (enzym — koenzym),

4. vliv teploty na aktivitu a stabilitu daného enzymu,

5. pH optimum daného enzymu,

6. analytickou metodu, pomoci které sledujeme Ubytek substratu, ¢&i vznik

produktu.

Méreni enzymatické aktivity se provadi pfi pH optimu a pfi vysoké pocateéni
koncentraci substratu. > Koncentrace se za uréity ¢asovy interval neméni a reakce probiha
kinetikou nultého ¥adu. ’ Pfi zachovani téchto podminek je rychlost reakce (aktivita

enzymu) Umérna pouze koncentraci enzymu. >

Aktivita enzymu se dfive vyjadrovala rizné smluvenymi jednotkami. Nejcastéji
souvisely prfimo se zplsobem méreni. Celosvétové sjednoceni ve vyjadrovani katalytické
ucinnosti enzymu pfinesla roku 1961 IUB (Mezinarodni unie biochemie), kdy zavedla
standardni jednotku aktivity - 1 U (z anglického unit). Standardni jednotka aktivity enzymu
je takové mnoiZstvi enzymu, které za standardnich podminek (pH optimum, 30°C)

katalyzuje pfi saturaci substratem preménu 1 umol substratu za 1 minutu. Po zavedeni
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jednotek SI, byla roku 1972 zavedena nova jednotka pro katalytickou aktivitu — katal. 1 kat
vyjadfuje takové mnoizstvi katalyzatoru, které za standardnich podminek (pH optimum,
30°C) pfeméni 1 mol substratu za 1 sekundu. Jedna se oviem o pfili§ velkou jednotku,
aproto se vpraxi pouiivaji jeji zlomky — mikrokatal (ukat = 10 ° kat), nanokatal
(nkat = 10 ® kat). Vztah mezi starou jednotkou (U) a novou jednotkou (katal) je:

1U = 16,67 nkat.

Mezindrodni unie pro Cistou a pouzitou chemii (IUPAC), pak roku 1981 zavedl|a pro
katalytickou aktivitu vyjadfenou v katalech nazev - rychlost pfemény substratu. V praxi se
vyuZzivaji i dalsi velic¢iny: specificka katalytickd aktivita (vztazena na kg enzymu, kat/kg),

koncentrace katalytické aktivity (kat/dm?>) a molarni katalyticka aktivita (kat/mol). !
2.8 Kinetika

Enzymy jakoZto biokatalyzadtory jsou mimoradné riznorodé, protoze provadi velice
rozdilné reakce. Ukazkou reakci z nejbéznéjsich enzymovych tfid mdze byt — oxidace a
redukce, prenos funkénich skupin, hydrolyza, izomerie, ¢i dehydratace. Nékteré enzymy

pusobi na jedinou molekulu substratu, kdezto jiné na dvé nebo vice. *
V biochemii ma velky vyznam studium enzymové kinetiky, protoze:

1. Studium kinetiky ma velkou zasluhu na tom, Ze mlze byt uréena maximalni
katalytickd rychlost enzymu a vazebna afinita substrat(i a inhibitor( k enzymu.

2. Kinetickymi studii enzymatické reakce doslo k pochopeni role enzymu v celkovém
metabolickém déji.

3. Sledovanim ménici se rychlosti enzymové reakce s reakénimi podminkami,
dopInéné o poznatky z chemickych a strukturnich studii enzymu, se vysvétluje
katalyticky mechanismus enzymu.

4. Vétdina enzymovych testd je zalozena na studiich kinetiky enzymd. 2

Kinetika enzymU se zabyva studiem casového prabéhu reakci za rlznych

podminek, a tim pfispivé k lep§imu pochopeni mechanismu G&inku enzymu. *

Rychlost reakci katalyzovanych enzymem je rlznorodd a zavisi na rlznych

faktorech, jako jsou: *
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mnozstvi enzymu,
koncentrace substratu,

fyzikalné chemické vlastnosti prostredi,

P w N

pfitomnost modifikatord (efektora). !

2.8.1 Jednosubstratové reakce

Nejjednodussi enzymatické reakce preménuji jediny substrat na jediny produkt.
Takto pUsobi predevsim isomerasy pfi zméné izomer(l. Obecné vzato je vSak téchto reakci
malo. Dalsi enzymatické reakce $tépi jediny substrat na dva produkty. S touto reakci se
setkdvame u proces(l katalyzovanych lyasami. Radime sem i hydrolytické reakce, byt se
jich Gcastni dvé reagujici latky. Voda, ktera se reakce Ucastni, ovSsem neméni svoji

koncentraci b&hem enzymového déje, a proto ji nepovazujeme za substrat. *

2.8.2 Dvousubstratové reakce

Pti téchto reakcich dochazi k preméné dvou substratd na dva produkty. Jako tomu
je pfi plsobeni transferas, nebo oxidoreduktas. Plsobeni lyas, které funguji i jako
syntetizujici enzymy, se mlze tvofit pouze jediny produkt. Dvousubstratové reakce se

vyskytuji nejéastéji ze viech t¥i typd reakci. *

2.8.3 Trisubstratové reakce
Pfi tomto procesu, ktery katalyzuji hlavné ligasy, dochazi ke Stépeni jednoho
substratu na dva produkty a zaroven se zbylé dva substraty slucuji na jeden produkt.

Vyjimeé&né se vyskytuji i reakce vicesubstratové.

2.8.4 Rovnice Michaelise a Mentenové
Prvni méreni kinetiky enzymG provedl Adrian Brown pocatkem 20. stoleti. Kdy
sledoval rychlost hydrolytického Stépeni sacharosy B-fruktofuranosidasou (dfive znama

jako invertasa) na fruktosu a glukosu. 2
sacharosa + H,0 - glukosa + fruktosa
Byly odhaleny dvé skutecnosti o povaze enzymatickych reakci.

1. Je-li pocatecni koncentrace sacharosy konstantni a méni se pouze mnoiZstvi

enzymu, je pocatecni rychlost reakce na koncentraci katalyzatoru linedarni.
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2. Je-li naopak konstantni koncentrace enzymu a méni se mnoizstvi substratu, je

pot&ateéni rychlost reakce na koncentraci sacharosy hyperbolicka. *

Pozdéji byla pro obé hypotézy potvrzena platnost v enzymovych reakcich, kterych se

G&astni pouze jediny substrat a je pfeménén na jediny reakéni produkt. *

[S]= konst. T [E]o=konst.
A%

~|<
i

—[E "<M —
a) (E], b) [s]

Obrazek 3: znazornéni pocateéni reakce *
Brown predpokladal, Ze se tato reakce sklada ze dvou dil¢ich reakci. Prvni reakce

enzymu (E) a substratu (S) tvofi jako meziprodukt komplex enzym — substrat (ES), ktery se

pfi druhé reakci rozpada na produkt (P) a enzym (E). Touto problematikou se dfive

zabyval i V. Henry. ?

E+S"'—T‘-ES Ly E+ P

Obrazek 4: obecné schéma enzymové reakce ®
Roku 1913 navazuje L. Michaelis a M. Mentenovéd na praci Henriho. ? PFichazi
s matematickym vyjadfenim saturaéni krivky, ktera umozniuje kinetické zpracovani
mechanismu enzymové reakce (viz obrazek 4). Saturaéni kfivka (obrazek 3b) je zavislost
rychlosti enzymatické reakce na koncentraci substratu a dle Michaelise a Mentenové

vyjadfuje syceni enzymu substratem. !

Rovnice Michaelise a Mentonové:

kde V znadi limitni rychlost enzymové reakce a Ky, Michaelisovu konstantu, pro kterou

plati:
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kit k;
M — k1
Rovnice Michaelise a Mentenové je rovnici rovnoosé hyperboly s posunutym
polatkem. Tato hyperbola je ideaIni pro zjisténi mnoha enzymd. ! Je to zékladni rovnice

kinetiky enzym(.

2.8.4.1 Michaelisova konstanta

Dalsi dllezity vztah zaznamendme, kdyzZ se rychlost reakce rovna poloviné limitni

rychlosti. >
4
V=2
v [S]
2 Ky + [S]

Z tohoto vyjadreni, patrném i na obrazku 3, vyplyvd, Ze Michaelisova konstanta se
rovna koncentraci substratu [S], pfi které dosahuje poloviny limitni (mezné) rychlosti V. *
Tudiz, Ze Michaelisova konstanta se rovna koncentraci substratu [S], pfi poloviénim
nasyceni enzymu substratem. Proto ma Ky, rozmér koncentrace, tedy mol/I. > Konstanta je
na koncentraci enzymu nezavisl3, je ovsem zavisla na podminkach, jako jsou: teplota, pH,
pritomnost efektor( atd. Proto musime k hodnoté konstanty uvadét, za jakych podminek
byla namérena. Ky charakterizuje afinitu pfislusSného enzymu k danému substratu. Pfi
nizsi hodnoté Michaelisovy konstanty je afinita enzymu v(c¢i substratu vyssi. Pfi vice

s , . , Voo , ’ s e _evvrs 1
substratové reakci s vice enzymy, povazuje za hlavni enzym ten, ktery ma nejnizsi Ky.

2.8.4.2 Limitni rychlost

Limitni (meznd) rychlost byla dfive oznacovand jako V .y, tedy maximalni rychlost.
Jeji vyznam spociva ve vztahu k rychlostni konstanté k,. V oblasti saturace substratem, ve
které reakéni rychlost dosahuje mezni hodnoty a reakce je vzhledem k substratu 0. Fadu,

se stava mezni rychlost faktorem limitujici rychlost enzymové reakce. Proto plati, Ze:

Pfi znalosti molarni koncentrace enzymu [E], pak mGzeme z naméfené hodnoty limitni

rychlosti vypocitat rychlostni konstantu k;, ktera vyjadfuje molekulovou (moldrni) aktivitu
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enzymu, dfive oznaCovanou jako cislo pfemény. Molekulova aktivita enzymu vyjadruje
pocet preménénych molekul (mold) substratu, pfi optimdlnich podminkach, za jednu

sekundu jednou molekulou (jednim molem) enzymu. *

2.8.4.3 Vliv koncentrace substratu na rovnici Michaelise a Mentenové
Pfi nizkych koncentracich substratu [S] < K); se Casovy pribéh reakce fidi

kinetickou rovnici 1. ¥adu a rovnice Michaelise a Mentenové se redukuje na: °

v= %j] = konst.[S]

Pfi vysoké koncentraci substratu [S] > K, se enzymatickd reakce fidi kinetikou O.

¥adu, pfi redukci rovnice na tvar: >

V [S]
v =——=1V = konst.

51

Pokud se koncentrace substratu pohybuje mezi hodnotami 0,01 Ky < [S] < 100 Ky

¥idi se rovnice Michaelise a Mentenové smienou kinetikou 0. a 1. fadu. °

2.8.4.4 Nedostatky rovnice Michaelise a Mentenové

Rovnice Michaelise a Mentenové je zaloZzena na predstavé, Ze se meziprodukt
(komplex ES) rozklada pfimo na produkt (P) a enzym (E). Jednd se ovSem o vicestupriovou
pfeménu, kterd obsahuje nékolik komplexnich meziproduktl. Rovnice nadéle popisuje
pouze pocatecni rychlost reakce a kinetiku nejjednodussich a malo vyskytovanych
jednosubstratovych reakci. Enzymologie i tak vyuZiva rovnici Michaelise a Mentenové jako

nejpouzivanéjii kineticky vztah. !
2.8.5 Fyzikalni vlastnosti ovliviiujici aktivitu enzymové reakce

2.8.5.1 Teplota

Teplota ovliviiuje rychlost enzymatickych reakci. PFi ristu teploty vzriista i rychlost
reakce. Rostouci teplota ovSsem soucasné inaktivuje enzym, protoZze dochazi k denaturaci
jeho bilkovinné ¢asti a nékdy i k odstépeni kofaktoru. Vysledkem téchto protichldnych
déja je vznik krivky s maximem tzv. optimalni teplota enzymu. Polohu maxima ovliviiuje
jak jeho termostabilita, tak i postup méreni (Cas pri kterém za jednotlivych teplot

nechame reakci probihat). Optimalni teplota je pak vyssi, pti kratSi dobé inkubace,
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protoZe se méné uplatiiuje proces tepelné inaktivace. ! P¥i kratsi dobé inkubace se také

jednotlivé slozky Uplné neprohteji napf. vlivem Spatné vodivosti skla (zkumavky).

2.8.5.2 pH

Aktivita enzyml, jakoZto proteind, je velmi zavisld na pH prostiedi, ve kterém se
vyskytuji. 2 Vétsina je aktivni jen v ur&itém intervalu pH a mimo néj jejich aktivita klesa.
Proto zménou pH ovlivnime aktivitu enzymu, tak jako k tomu nejspiSe dochazi v Zivych
burikich. ! Zavislost aktivity enzymu na pH ma tvar zvonkovité kfivky, tedy k¥ivky
s maximem. Hodnota pH v maximu kfivky je oznacovana jako optimalni pH, nebo pH
optimum. Zavislost aktivity na pH je slozita, ale zjednodusené mlzZeme tvrdit, Ze zavisi na
amfotermnim charakteru bilkovinné ¢asti molekuly enzymu. > Zavislost aktivity enzymu na
koncentraci H fidi protonovatelné skupiny obsaZeny v aktivnich centrech a také molekuly
mnoha substratl. Reakce dvojice enzym — substrat je tedy zdavisla na stupni jeji

protonace. !
Katalytickou aktivitu enzymu dale ovliviuji faktory, jako jsou:

1. iontovasila,

2. relativni permitivita (ovliviujici silu nekovalentnich interakci béhem reakce
enzymu se substratem),

3. koncentrace enzymu,

4. koncentrace substratu,

5. ptitomnost efektord (aktivatory a inhibitatory). *

2.8.6 Inhibice

Rychlost reakci znaéné ovlivauji latky, které nazyvame efektory. ! pokud se
pri¢inénim téchto latek zvysuje rychlost enzymové reakce, jednd se o aktivatory, které
zpUsobuji aktivaci. V opa&ném piipadé jde o inhibitory zpGsobujici inhibici. > Efektory se
mohou délit na pfirozené a nepfirozené. Pfirozené jsou soucdasti bunék a podili se na

regulaci metabolismu. Nep¥irozené jsou obsazeny napfiklad v lé¢ivech. *

Aktivatory napomahaji mnohym enzymUm k jejich pIné aktivité. VaZou se vratné na

molekulu enzymu. Nejéasté&ji to jsou ionty kovil, nebo organické latky.

Inhibitor( je velké mnoZstvi a vyskytuji se v rliznych podobdch. Jako jsou: ionty,
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anorganické i organické latky. Vyvolavaji zménu ve strukture molekuly, ¢imz délaji enzym
méné aktivni, nebo sniZuji rychlost pfemény plisobenim na aktivni centrum se substratem.
Dalsi moznosti, jak sniZit rychlost reakce, je inaktivace komplexu enzym - substrat.
Inhibitory maji velky vyznam napf. v enzymologii, mediciné a hygiené (proti infekcim,

tvorbé rakovinnych bunék, pfi transplantacich), ¢i zahradnictvi a zemédélstvi. !

Inhibované reakce mohou udavat tzv. ,,stupen inhibice” (i) :

V— 7;

i =
v

Kde v znaci rychlost reakce neinhibované a v; reakce inhibované. Poté rozdélujeme

inhibice na 3 typy:
1. nekompetitivni,
2. kompetitivni,
3. akompetitivni.’

Nékdy se v literatufe * miZeme setkat s rozdélenim na klasicky nekompetitivni,

kompetitivni, akompetitivni a smiSeny nekompetitivni typ inhibice.

Vztah mezi enzymem a inhibitorem charakterizuje inhibi¢ni konstanta K;. Jedna se

o disocia¢ni konstantu komplexu enzym — inhibitor (EI).

E+1->El
[E]. 1]
K ="En

. f e 1 1 .,
Typ inhibice Ize vyvodit ze zavislosti — na 5 pfi rdznych koncentracich inhibitoru.

Vi

Z pfisluné rovnice se nasledné uréi K;. >
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2.8.6.1 Nekompetitivni typ inhibice

Koncentrace substratu neovliviiuje stuperi inhibice. > Snizuje se rychlost premény
na produkt a nedochdzi kovlivnéni vazby substratu na enzym. Pritomnost
nekompetitivniho inhibitoru neméni Michaelisovu konstantu (K"y = Ky), ale snizuje limitni
rychlost enzymové reakce (V'< V). Stejné jako vétSina pfirozenych inhibitor(, tak i
nekompetitivni vykonavaji dulezité regulaéni funkce béhem metabolickych déju.
Nekompetitivni inhibitory se vaZou mimo aktivni centrum a vazbou vyvoldavaji Sifeni zmén

struktury, &imz jeho konformaci méni na inaktivni. *

NEKOMPETITIVNI

1/v \[I]
/,'/’E;
et e s ST

1/(s)

Obrazek 5: Nekompetitivni typ inhibice °

2.8.6.2 Kompetitivni typ inhibice

Vzristajici koncentraci substratu dochazi ke snizeni stupné inhibice. > Kompetitivni
inhibitor inaktivuje enzym zajimavym zplUsobem. M3 totiz velice podobnou strukturu jako
substrat. Enzym nerozezna inhibitor od substrdtu a misto komplexu ES tvofi komplex
s inhibitorem a nedochazi ke tvorbé produktu. Ovsem vznikly komplex je vratny a substrat
tak soutézi o aktivni misto enzymu. Poté zaleZzi na koncentraci latek a na jejich afinité
k enzymu. Kompetitivni inhibitor neovliviiuje limitni rychlost (V = V’), ale zvySuje Ky

(K'm > Kn). *
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KOMPETITIVNE

[1]
Km/1+-};;/ + [s]

1/v ‘\[I)

-

—

R

1/18)

Obrézek 6: Kompetitivni typ inhibice °
2.8.6.3 Akompetitivni typ inhibice
PFi vzrOstajici koncentraci substratu vzristd i stuperi inhibice. > Akompetitivni
inhibitory reaguji az s komplexem ES. VaZou se na enzym, kdyZ pfitomny substrat vhodné
zméni svoji konformaci a tim zabranuji vzniku produktu. Pfi tomto typu inhibice je
zachovam pomér mezi limitni rychlosti a Michaelisovou konstantou, protoZe dochazi ke

stejnému snizeni obou veli¢in (K w/Km = V'/V).

AKOMPETITIVNE

[x]
Km + /1 + —;—/ .[S]

1/v [I]

W

17153

Obrazek 7: Akompetitivni typ inhibice ®
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2.9 Pouzité metody v experimentalni ¢asti

2.9.1 a-amylasa
a-amylasa (1, 4-a-D-glukan-maltohydrolasa, E.C. 3.2.1.2) je enzym, ktery

hydrolyticky $tépi 1, 4-a-D-glukosidové vazby $krobu a podobnych sacharidil na maltosu.

Amylasy se hojné vyuzivaji v technologické praxi v lihovarnictvi a pivovarnictvi.
Vybornym zdrojem je slad (nakliceny jecmen), ve kterém se vyskytuji dvé rizné amylasy, a
to a-amylasa a B-amylasa. Jako u vétSiny rostlinnych materialQ, tak i ve sladu nad a-
amylasou prevlada B-amylasa. ° Zeleny slad, tedy nakli¢end zrna je¢menu, je jednim z
mezistupnil pfi vyrobé sladu. JeCmen se nejprve maci a pohlcuje vodu pro dalsi fazi
kliceni. To probihd ve vrstvach na tzv. humnech, kde pfi teplotdch 10 — 20 °C, zhruba
béhem tydne dochazi ke slozitym enzymatickym zménam uvnitf zrn. DalSim stupném je jiz
zeleny slad, ktery se dale susi od pfitomné vody. Po ocisténi sladu od necistot a klicka se
uskladfiuje v silech pro dalsi uziti. *° Amylasa ze sladu byla prvnim popsanym enzymem

(viz kapitola 2.3).

V lidském téle zapocina Stépeni Skrobu plsobenim slinné amylasy jiz v Ustech.
Pokracuje v zaludku, pokud je k tomu vhodné pH. V zZaludku se vlivem kyselého prostredi
zastavuje Ucinek amylasy ze slin. Skrob se déle travi plsobenim pankreatické amylasy ve

dvanacterniku, kde je ukon&eno hydrolytickym rozétépenim na maltosu. ’

2.9.1.1 Izolace a-amylasy

2.9.1.1.1 Zeslin
Tento enzym se da jednoduse ziskat z vlastnich slin. Vyplachnutim dstni dutiny
destilovanou vodou a ndasledném zfiltrovani vzorku za normdlniho tlaku se ziska roztok

amylasy. Ten se maze zfedit vodou, aby nebyl pfili§ aktivni a mohlo se s nim pracovat. ’

2.9.1.1.2 Ze zeleného sladu

Nakli¢ena je¢nd zrna se musi zhomogenizovat v mixéru. Rozemletd zrna se poté
extrahuji ve zfredéném alkoholu a extrakt se prefiltruje za snizeného tlaku. Extrakce a
filtrace se provadi jesté jednou. a- amylasa se ze spojenych filtratl vysrazi prebytkem
koncentrovaného alkoholu. Odstfedénd, nebo zfiltrovand sraZenina se dvakrat susi

v koncentrovaném alkoholu a jednou v diethyletheru. °

24



2.9.1.2 Méreni aktivity

Aktivita tohoto enzymu se da sledovat pfi reakci s jodem, jelikoZ substrat s nim
dava modré zabarveni, kdezto vysledny produkt nikoliv. Zkumavka se zfedénym roztokem
enzymu se temperuje spolecné se zkumavkou obsahujici roztok skrobu, chlorid sodny a
fosfatovy pufr 7,2. Po vytemperovani vsech slozek se enzym prida do druhé zkumavky. Po
3 — 4 minutdch se nandsi nékolik kapek do roztoku jodu, kde se detekuje pfitomnost
Skrobu. Reciproka (prevracena) hodnota ¢asu, béhem které dochazi k Uplnému rozstépeni
Skrobu, slouzi jako mira aktivity enzymu. Tato aktivita je velmi zavisla na koncentraci
vodikovych iontl. Nejvyhodnéjsi hodnotu pH, tzv. pH optimum, lze urcit pfi provedeni

reakce v tlumivych roztocich (pufrech) o réizném pH. >

2.9.2 Peroxidasa

Enzym peroxidasa rozklada peroxid vodiku. Ten se mize tvofit béhem oxidacnich
reakci pusobenim oxidas. Peroxidasy ho, jako i jiné peroxidy, Stépi na aktivni kyslik a vodu.
Peroxidasy katalyzuji oxidaci latky, které predavaji kyslik. Tento enzym je rozsifen vice
u rostlin nez u zivocichu. Peroxidasa ma stejnou aktivitu v 1 — 5 ml extraktu 0,27 g krmné
fepé, 0,54 g cukrovky, 0,72 g pSeniénych otrub, 1,44 g pSeni¢éné mouky. ’ Déle se

peroxidasa vyskytuje napfiklad v bramborach.

2.9.2.1 Izolace peroxidasy

Snadnym postupem se da tento enzym izolovat z kfenu. Kfenovy koren se po jeho
oCisténi nastrouhd na struhadle. Nastrouhany kfen se louhuje v roztoku uhli¢itanu

sodného a vznikly extrakt se nasledné prefiltruje za normalniho tlaku. ’

2.9.2.2 Méreni aktivity

Aktivita tohoto enzymu se posuzuje v zavislosti rychlosti oxidace pyrogalolu
peroxidem vodiku na tvorbé Zlutohnédého, tézko rozpustného barviva - purpurogallinu.
Zkumavky, kazda s jinym pH fosfatového pufru (7,0 a 7,1), se po pfidani pyrogalolu a
peroxidu vodiku do obou zkumavek temperuji. Po ptidani enzymu do zkumavek se

vytemperuji jesté jednou a reakce se zastavi pfidanim destruktoru. Vtomto pfipadé
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kyselinou sirovou, ktera denaturuje bilkovinnou ¢ast enzymu. Vznikajici purpurogallin se

vytiepe trojndsobnou extrakci diethyletherem. ’

OH OH 0----H

HO HO !

2 + 3 H,y0, e | okl
HO 2 - = + CO,

Obrazek 8: oxidace pyrogalolu peroxidem vodiku na purpurogallin ’

2.9.2.3 Vyhodnoceni

Intenzita purpurogallinu, ktery je rozpustny v ethyletheru, se stanovuje
spektrofotometricky pfi 467 nm a vyhodnoti se z kalibra¢niho grafu. Ten je sestrojen
z rlzné koncentrovanych vzorkl dichromanu draselného mérenych pfti vinové délce 415

nm. ProtozZe svoji intenzitou odpovida urcitému mnozstvi purpurogallinu. ’
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Béhem provadénych experimentl bylo vyuzivdno béiného vybaveni chemické
laboratofe katedry chemie Fakulty pedagogické ZCU v Plzni. Chemikélie byly v béZnych

Cistotach (Cisté, nebo p. a.)
3.1 Zavislost rychlosti Stépeni Skrobu a-amylasou na pH

3.1.1 Pomiicky

vahy, mixér, filtracni papir, nGzky, |Zicka, Erlenmeyerovy barnky (1x 200 ml, 1x 1000 ml),
odmeérné valce (2x 50 ml, 1x 100 ml, 1x 200 ml, 1x 500 ml), vyvéva, odsdvaci banka,
Blichnerova ndlevka, vyvazovaci kulicky, kadinky (10x 250 ml), odstredivka, odstfedovaci
zkumavky (kyvety), analytické vahy, tycinka, nalevka, stojan, kruh, svorka, zkumavky,
stficka, termostatovand lazen, stojan na zkumavky, pipety ( 1x 5ml, 4x 2 ml), kapatka,

kahan, trojnozka, sitka s azbestem, lednice, mrazak >

3.1.2 Chemikalie

- 96% ethanol

- destilovana voda

- diethylether

- 1% roztok Skrobu

- 0,02 N roztok jodu

- 0,2 M roztok chloridu sodného

- 0,1 M fosfatové pufry pH 6,0; 6,4; 6,8:7,2;7,6; 8,0 °

3.1.3 Postup

3.1.3.1 Izolace a-amylasy ze sladu

- 100 g zeleného sladu bylo v mixéru zhomogenizovano a 10 minut extrahovano ve

smési 130 ml destilované vody a 50 ml ethanolu.
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Poté byl extrakt odsan na Biichnerové nalevce a extrakce i odsavani se opakovalo

jesté jednou. (Pozor: Béhem odsavani se dno nalevky zalepovalo vznikajicimi

bilkovinami, proto byla vrstva velmi opatrné promichavana lzZickou.)

- Spojené filtraty byly prevedeny do 1 | Erlenmayerovy banky a vysrdzeny
2,5 nasobnym mnozstvim 96% ethanolu (500 ml).

- Vznikld srazenina byla odstfedéna na odstfedivce (Nejprve byly vyvazeny 2 kadinky
(250 ml) na vahach. Poté byly do kadinek umistény protilehlé kyvety z odstredivky
a pridan roztok se srazeninou tak, aby byly kyvety stejné tézké. Roztok byl
odstfedovan 10 minut pfi otdckach v rozmezi 1800 — 2000 otacek za minutu.).

- Srazenina byla kvantitativné prevedena ze ¢tyr kyvet do jedné a Ciry roztok nad
srazeninou odlit.

- Srazenina byla suSena koncentrovanym ethanolem a diethyletherem a dosusena

na vzduchu. (SraZenina byla rozmichdna ve 40 ml koncentrovaného ethanolu (asi

15 minut) a odstfedéna stejnym zplsobem jako v predchozim pfipadé. Suseni

ethanolem bylo opakovdno jesté jednou. Nakonec byla sraZzenina promichana

v diethyletheru a po 15 minutach odstfedéna (Pozor: V odstfedivce bylo dosazeno

2000 otacek. Poté byla vypnuta a nechala se samovolné dotodit, protoze pfri

opakovaném zapinani a vypinani by mohlo dojit k vytvoreni jiskry a vybuchu

hotlavych par diethyletheru.).)’

3.1.3.2 Izolace a-amylasy ze slin

- Vzorek slin byl ziskan vyplachnutim ust 10 ml destilované vody po dobu 2 minut.
- Roztok slin s destilovanou vodou byl vypustén do kadinky a zfiltrovan za
normalniho tlaku.

- Filtrat byl zfedén destilovanou vodou v poméru1: 5.’

3.1.3.3 Priprava 1% roztoku skrobu

- 1 gbramborového skrobu byl rozmichdn v 50 ml destilované vody.
- Nad kahanem bylo pfivedeno k varu dalSich 50 ml destilované vody.
- Ke vrouci vodé byla po malych davkach a za stalého michani pfilévana suspenze

Skrobu a vody tak, aby voda stale viela.
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3.1.3.4 Zavislost rychlosti Stépeni skrobu a-amylasou ze slin na pH

- Slinny roztok byl zfredén destilovanou vodou v pomérech1:1,1:2,1:3.

- Do 3 zkumavek bylo napipetovano 5 ml roztoku Skrobu, 2 ml roztoku chloridu
sodného a 2 ml fosfatového pufru pH 7,2.

- Zkumavky byly vloZeny do termostatované 1dzné na 37°C spoleéné se zkumavkami
obsahujici zftedéné roztoky enzymu a temperovany po dobu 10 minut.

- Po 10 minutach byly do zkumavek pfidany 2 ml zfedéného roztoku enzymu a
obsah byl promichan.

- Po 3 — 4 minutach bylo kapatkem odebrano par kapek vzorku do zkumavek
s roztokem jodu (2 kapky roztoku jodu ve 2 ml vody), pfi tvorbé méné tmavého
roztoku Skrobu s jodem se doba pfidavani zkracovala.

- Byl urdovan cas potfebny na vymizeni pozitivni reakce na Skrob ve zkumavce
(v pfitomnosti jodu a Skrobu se tvofi modry roztok).

- Idedlni zfedéni enzymu bylo takové, pfi kterém byla reakce ukonéena do 10 minut.

- Pokud zfedéni vyhovovalo, bylo analogickym postupem uréeno pH optimum
pouze s tim rozdilem, Ze do zkumavek byl pipetovan zfedény roztok enzymu a
6 rdznych pufra.

- Reciproké hodnoty ¢asu byly naneseny do grafu proti hodnoté pH pouZitého

pufru, ziskanymi body byla proloZena kfivka a z ni odeéteno pH optimum. >

3.1.3.5 Zavislost rychlosti stépeni skrobu a-amylasou ze sladu na pH

- Na analytickych vahach bylo navazeno 100 mg vzorku.

- Vzorek byl ve zkumavce rozmélnén na co moznd nejmensi ¢astecky a rozpustén
ve 3 ml destilované vody.

- Do zkumavky bylo napipetovdno 5 ml roztoku Skrobu, 2 ml roztoku chloridu
sodného a 2 ml fosfatového pufru pH 7,2.

- Zkumavka byla vloZena do termostatované ldzné na 37°C spole&né se zkumavkou
obsahujici roztok enzymu a temperovéana po dobu 10 minut.

- Po 10 minutach byly do zkumavky pfidany 2 ml roztoku enzymu a obsah byl

promichan.
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- Po 3 — 4 minutach bylo kapatkem odebrano par kapek vzorku do zkumavek
s roztokem jodu (2 kapky roztoku jodu ve 2 ml vody), pfi tvorbé méné tmavého
roztoku Skrobu s jodem se doba pridavani zkracovala.

- Byl urcovan cas potiebny na vymizeni pozitivni reakce na Skrob ve zkumavce (v
pfitomnosti jodu a Skrobu se tvofi modry roztok).

- Dané zfedéni enzymu (100 mg ve 3 ml vody) bylo vhodné, pfi ukonéeni reakce do
10 minut.

- Pokud zfedéni vyhovovalo, bylo analogickym postupem uréeno pH optima pouze
s tim rozdilem, Ze do zkumavek byl pipetovan zfedény roztok enzymu a 6 rGznych
pufra.

- Reciproké hodnoty ¢asu byly naneseny do grafu proti hodnoté pH pouZitého

pufru, ziskanymi body byla prolozena kfivka a z ni ode¢teno pH optimum. >

3.1.4 Vysledky
3.1.4.1 Extrakt ze zeleného sladu

3.1.4.1.1 Extrakt1

1. pokus — Bylo zvoleno ziedéni 100 mg ve 3 ml H,0 a byl pfipraven novy roztok Skrobu.

Reakce nebyla ukoncena ani po 13 minutdch (roztok byl malo koncentrovany).

3.1.4.1.2 Extrakt 2

1. pokus - Bylo zvoleno zfedéni 100 mg ve 3 ml H,0. Pozitivni reakce na skrob ve

zkumavce nevymizela do 10 minut (roztok byl mélo koncentrovany).

3.1.4.1.3 Extrakt 3

Pokus nemohl byt proveden, nebot byl znehodnocen uschovany vzorek ve zkumavce.

3.1.4.1.4 Extrakt4

1. pokus — Pozitivni reakce na skrob vymizela po 8 minutach. Tudiz bylo takto zvolené

zfedéni (100 mg ve 3 ml H,0 ) pouzito pro stanoveni pH optima.

2. pokus — Zbytek srazeniny, tedy 0,2818 g, byl rozpustén v 10 ml H,0, coZ zhruba
odpovidalo zfedéni z 1. pokusu.
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Tabulka 2: ¢as potiebny k vymizeni pozitivni reakce na skrob v zavislosti na pH, aktivita enzymu

pH pufru | ¢as potfebny k ukonceni reakce | Aktivita (reciproké hodnoty ¢asu)
6,0 360 sekund 0,002777778
6,4 240 sekund 0,004166667
6,8 180 sekund 0,005555556
7,2 480 sekund 0,002083333
7,6 710 sekund 0,001388889
8,0 1020 sekund 0,000980392

Graf 1: Zavislost aktivity enzymu na pH, urceni pH optima
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3.1.4.1.5 Extrakt5

1. Pokus — Zredéni 100 mg ve 3 ml H,0 nebylo vyhovujici, protoze vzorek byl pfilis

koncentrovany a reakce byla ukoncena jiz do 3 minut.

2. pokus — V dusledku mnozZstvi zbylého extraktu bylo zvoleno zfedéni 100 mg v 12 ml

H,0. Pozitivni reakce na Skrob vymizela po 9 minutach.
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Tabulka 3: ¢as potiebny k vymizeni pozitivni reakce na skrob v zavislosti na pH, aktivita enzymu

pH pufru | ¢as potfebny k ukonceni reakce | Aktivita (reciproké hodnoty casu)
6,0 480 sekund 0,002083333
6,4 360 sekund 0,002777778
6,8 180 sekund 0,005555556
7,2 540 sekund 0,001851852
7,6 840 sekund 0,001190476
8,0 1140 sekund 0,000877193

Graf 2: Zavislost aktivity enzymu na pH, urceni pH optima
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3. pokus — Vzorek byl uloZzen zhruba mésic ve tmé pfti laboratorni teploté. Pozitivni reakce

vymizela po 7 minutach pfi zfedéni 100 mg ve 12 ml H,0.

Tabulka 4: ¢as potiebny k vymizeni pozitivni reakce na skrob v zavislosti na pH, aktivita enzymu

pH pufru | ¢as potfebny k ukonceni reakce | Aktivita (reciproké hodnoty casu)
6,0 240 sekund 0,004166667
6,4 180 sekund 0,005555556
6,8 120 sekund 0,008333333
7,2 420 sekund 0,002380952
7,6 480 sekund 0,002083333
8,0 720 sekund 0,001388889

Graf 3: Zavislost aktivity enzymu na pH, urceni pH optima
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4. pokus — Vzorek byl mésic uloZen v lednici. Pozitivni reakce vymizela po 5 minutach pfi

zfedéni 100 mg ve 12 ml H,0.

Tabulka 5: ¢as potiebny k vymizeni pozitivni reakce na skrob v zavislosti na pH, aktivita enzymu

pH pufru | ¢as potfebny k ukonceni reakce | Aktivita (reciproké hodnoty casu)
6,0 240 sekund 0,004166667
6,4 180 sekund 0,005555556
6,8 120 sekund 0,008333333
7,2 300 sekund 0,003333333
7,6 480 sekund 0,002083333
8,0 660 sekund 0,001515152

Graf 4: Zavislost aktivity enzymu na pH, urc¢eni pH optima
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5. pokus - Vzorek byl mésic ulozen v mrazaku. Pozitivni reakce vymizela po 7 minutdch pfri
zfedéni 100 mg ve 12 ml H,0.

Tabulka 6: ¢as potiebny k vymizeni pozitivni reakce na skrob v zavislosti na pH, aktivita enzymu

pH pufru | cas potiebny k ukonceni reakce | Aktivita (reciproké hodnoty ¢asu)
6,0 300 sekund 0,003333333
6,4 240 sekund 0,004166667
6,8 180 sekund 0,005555556
7,2 420 sekund 0,002380952
7,6 540 sekund 0,001851852
8,0 780 sekund 0,001282051

Graf 5: Zavislost aktivity enzymu na pH, urceni pH optima
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3.1.4.2 Slinny extrakt

1. pokus — Pozitivni reakce na Skrob vymizela po 9 minutach pfi zfedéni 1 : 1.

Tabulka 7: €as potiebny k vymizeni pozitivni reakce na skrob v zavislosti na pH, aktivita enzymu

pH pufru | cas potiebny k ukonceni reakce | Aktivita (reciproké hodnoty ¢asu)
6,0 480 sekund 0,002083333
6,4 420 sekund 0,002380952
6,8 360 sekund 0,002777778
7,2 540 sekund 0,001851852
7,6 660 sekund 0,001515152
8,0 900 sekund 0,001111111

Graf 6: ¢as potiebny k vymizeni pozitivni reakce na skrob v zavislosti na pH, aktivita enzymu
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3.1.5 Zavér

Byla sledovdna ménici se aktivita a-amylasy ze zeleného sladu béhem postupuijici

doby kli¢eni a rGzného typu uskladnéni a aktivita a-amylasy extrahované ze slin.

Zeleny slad z Plzeriského Prazdroje (nakliceny jeCcmen) byl uskladfiovan dle jejich
doporuceni: Pfi teploté nizsi, neZ je laboratorni teplota a po celou dobu byl lehce

nakropeny vodou.

1. extrakt byl vjeden den pfipraven do faze pred odsavanim a srazenim.
Rozemlety slad byl ve smési 50 ml ethanolu a 130 ml destilované vody extrahovan tfi dny.
Po tfech dnech byl extrakt odsan za snizeného tlaku a vysrazen. Vznikla srazenina méla
hmotnost 0,3873 g. Pfi pokusu na jeji aktivitu, vSak pozitivni rekce na Skrob nevymizela

ani po 13 minutach.

2. extrakt byl v jeden den pfipraven aZ do faze srazeni a nasledné uschovan ve tmé
pfi laboratorni teploté. Nasledujici den byla sraZenina vysusena a zmérena jeji aktivita na
Stépeni 1, 4-a-D-glukosidové vazby Skrobu. Tato reakce vsak nebyla ukoncena do

10 minut. Hmotnost vzniklé srazeniny byla 0,5528 g.

3. extrakt nemohl byt pouzit. Vzorek byl totiz umistén do horké zkumavky a pfi

uskladnéni v ni zkondenzovala voda, ktera vzorek znehodnotila.

4. extrakt byl pripraven stejnym zplUsobem jako 2. extrakt. Vjeden den byla
dosaZena faze srazeni, a po uskladnéni ve tmé a za laboratorni teploty, byla srazenina
dalsi den dodélana. Vznikla srazenina méla hmotnost 0,3904 g. Pfi zfedéni 100 mg vzorku
ve 3 ml vody byla reakce ukoncena do 8 minut. Proto bylo toto zfedéni pouzito k méreni

aktivity pfi rznych pH (tabulka 2) a tudiz k uréeni pH optima (graf 1).

5. extrakt byl vjeden den pfipraven ke srazeni a po tfech dnech byla vznikla
srazenina odstfedéna a vysuSena. Hmotnost srazeniny byla 0,7883 g. Pfi pokusu na
aktivitu a-amylasy byl vzorek pti ziredéni 100 mg ve 3 ml H,O moc koncentrovany a reakce
byla ukon¢ena do 3 minut. Proto bylo zvoleno zfedéni 100 mg vzorku ve 12 ml H,0 a

pozitivni reakce na Skrob vymizela za 9 minut. (tabulka 3) S takovymto ziedénim bylo
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zjistovano pH optimum (graf 2). Zbytek vzorku byl rozdélen na 3 stejné dily a zhruba na
mésic uschovan za rlznych podminek (ve tmé za laboratorni teploty, v lednici a
v mrazaku). Po mésici byly provedeny pokusy na zjisténi pritomnosti a-amylasy a jeji
aktivitu pfi rlznych pH. U vSech vzorkd bylo zvoleno zfedéni 100 mg ve 12 ml H,0.
Pozitivni reakce u vSech vzork( pfi pouziti pufru o pH 7,2 vymizela do 10 minut (tabulky 4,

5, 6). Nasledné byly provedeny pokusy na zjisténi pH optima (grafy 3,4,5).

Bylo zjisténo, Ze se aktivita a-amylasy méni s rostouci dobou kli¢eni, jak dokazuje
rozdil aktivit mezi 4. extraktem a 1. pokusem u 5. extraktu, kdy se zvySuje aktivita po delSi
dobé kliceni, protoZe pti stejném zfedéni byla reakce u 5. extraktu ukoncena jiz do
3 minut. Mira aktivity a-amylasy z 5. extraktu se vsak pfi uschovani za rdznych podminek
razantné zménila. NezaleZzelo tolik na misté uskladnéni, ale na jeho dobé. Rozdily mezi
aktivitami amylas uskladnénych ve tmé, v lednici a mrazaku sice byly, ale nijak velké. Pfi
porovnani hodnot namérenych pfi pH 6,8 (pH optimum) bylo dokonce zjiSténo, Ze u
vzorku uskladnénych pfilaboratorni teploté a v lednici se na rozdil od amylasy uskladnéné

v mrazaku aktivita jesté zvysila. To znamena, Ze je moZno amylasu pfipravovat do zasoby.

MozZnou zménu vlastnosti sladu béhem doby kli¢ceni bylo mozno sledovat i pfi
odsavani extraktu na Blichnerové nalevce, protoZe doba odsavani se rapidné sniZovala
s rostouci dobou kliceni (o vice neZz hodinu). Béhem pokusl jsme byli limitovani
mnozstvim vzniklé sraZeniny, protoZe navod ke zjisténi zavislosti rychlosti Stépeni Skrobu
a-amylasou na pH byla pouzita z jiné literatury, nez ndvod pro extrakci a-amylasy ze

sladu.

Jako dalSi zdroj a-amylasy byly zvoleny sliny. Postupovalo se dle stejného navodu
jako pfi pokusu se zelenym sladem na uréeni aktivity enzymu. Vymizeni pozitivni reakce
na Skrob probéhlo za 9 minut, pfi zfedéni slinného roztoku 1 : 1. Tento pomér se mlze

liSit u kazdého ¢lovéka, kvali odliSnému slozZeni a typu slin.

Aktivita a-amylasy extrahované ze slin byla nizsi v kyselé oblasti pH oproti aktivité
a-amylasy ze zeleného sladu. V bazickém prostredi se rozdil aktivit mezi amylasou ze slin

a sladu snizoval a u pH 8 vykazovala i vyssi aktivitu.
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Vzniklé 1 — 2 minutové rozdily mohly byt zpUsobeny pti urcovani zabarveni
roztoku, nebo kvlli ukonéeni reakce mezi dvéma méfenimi. Z pokusl na zjisténi pH

optima byla u vSech vzorkd namérena hodnota optimalniho pH 6,8.

3.2 Stanoveni aktivity peroxidasy

3.2.1 Pomiicky

vodni lazen, struhadlo, délici ndlevky (2x 250 ml), 2 kruhy, 2 stojany, spektrofotometr,
filtraéni papir, nGzky, lzZicka, vahy, n0Z, analytické vahy, vyvéva, odsdvaci barnka,
Blichnerova nalevka, odmérné valce (1x 50 ml, 1x 100 ml, 1x 1000 ml), Erlenmayerovy
barky (3x 250 ml), destilovana voda, stficka, kyvety, odmérna barika (1x 1000ml), pipety
délené (2x 10 ml, 3x 1 ml, 1x 5 ml) ’

3.2.2 Chemikalie

- diethylether

- fosfatovy pufrpH7,0a7,1
- peroxid vodiku (c = 0,2 mol/dm?)
- pyrogalol resublimovany

- extrakt z kofene kfenu

- 20% H,SO,4

- roztok K,Cr,05

- NaH,;PO,4

- Na;HPO, .12 H,0

- 0,05% roztok Na,CO3

- HCl(c=0,2 mol/dm?)’

3.2.3 Postup

3.2.3.1 Priprava roztokii

- Roztoky na pripravu fosfatovych pufri - roztok A = 27,8 g NaH,PO, v 1000 ml
destilované vody a roztok B = 71,7 g Na,HPO,4 . 12 H,0 v 1000 ml destilované vody.
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- Fosfatové pufry:

Tabulka 8: pfiprava fosfatovych pufri

pH pufru | roztok A (ml) | roztok B (ml)

7,0 39 61

7,1 33 67

- pyrogalol - 1,25 g pyrogalolu (o vhodné Cistoté) bylo rozpusténo ve 25 ml H,0.

- 0,05% roztok Na,COs - 0,05 g Na,COs3 bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody.

- Extrakt z kofene kfenu — kien byl dikladné ocistén a nastrouhdn na struhadle,
100 g kifenu bylo 1 hodinu louhovadno ve 100 ml 0,05% roztoku Na,COs a nasledné
odsan na Biichnerové nalevce. Byly pfipraveny 2 kienové extrakty. Aktivita
prvniho extraktu byla mérena po tfech dnech od jeho pfipravy a aktivita druhého
extraktu byla mérena ve stejny den, kdy byl extrakt pfipraven.

- Roztok KyCr,07 — 0,75 g K,Cr,05 bylo rozpuéténo v 1000 ml HCI (c = 0,2 mol/dm?3).’

3.2.3.2 Obsluha spektrofotometru SPEKOL 11

- Spektrofotometr byl zapojen do sité a zapnut tlacitkem ON (7, obrazek 9).

- Stisknutim tlacitka E (obrazek 9) byl pfistroj nastaven na méreni absorbance
(extinkce) a zasunutim tycinky (4, obrazek 9) byla nastavena vinova délka méreni
nizsi nez 600 nm.

- Na bubinku (8, obrazek 9) byla nastavena pozadovana vinova délka.

- Jedna kyveta byla naplnéna destilovanou vodou, jakozto slepy vzorek a druhd byla
naplnéna sledovanym vzorkem.

- Kyvety byly naplnéné zhruba do 3/4 objemu, protoze v poloviné kyvety prochazel
analyzujici paprsek a dotykalo se jich pouze na matnych strandach.

- Pred kazdym mérenim byly nematné strany kyvety vylestény cistym hadrikem a
kyvety vyplachnuty nejprve destilovanou vodou a ndsledné vzorkem.

- P¥istroj byl vykalibrovan tlagitkem R (obrazek 9) na slepém vzorku. ’
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Obrazek 9: Spektrofotometr SPEKOL 11 (pfevzato z cit. 1)
1 —indikacni okénko
2 — klavesnice ukladani udajd
3 —klavesnice ,,zplisob méreni”
4 — rukojet pro zasunuti fotonky do drahy paprsk
6 — kryt fotonky
7 — sitovy vypinad
8 — bubinek vinovych délek
12 — paka pro natoceni filtru rozptyleného svétla nebo dodatec¢né clony
38 — Sroub s ryhovanou hlavou pro upevnéni krytu fotonky

39 — &rouby pro upevnéni méfici nasady **
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3.2.3.3 Sestaveni kalibracniho grafu

- Ptivinové délce 415 nm, byla mérena absorbance rizné koncentrovanych vzorka.

- Nejprve byla zmérena absorbance pripraveného roztoku K,Cr,05 dle ndavodu.

- Tento vzorek byl nasledné zfedén dvojndsobnym mnozZstvim destilované vody a
zméren.

- Dvojnasobné ziedény roztok vzorku byl opét zfedén destilovanou vodou 1 : 1 a
byla zmérena intenzita zbarveni.

- Analogicky byly nafedény jesté 2 vzorky, a z 5 namérenych hodnot absorbance byl

sestaven kalibraéni graf 7 (cit. /).

3.2.3.4 Méreni aktivity peroxidasy

- Do zkumavky €. 1 bylo napipetovano 7,2 ml fosfatového pufru o pH 7,0.

- Do zkumavky €. 2 bylo napipetovano 7,2 ml fosfatového pufru o pH 7,1.

- Do obou zkumavek bylo pfidano 0,9 ml roztoku pyrogalolu o vhodné Cistoté a
0,6 ml peroxidu vodiku.

- Zkumavky byly vloZeny do vodni ldzné vyhFaté na 20°C a temperovény po dobu
10 minut.

- Po 10 minutach bylo do obou zkumavek pfidano 0,3 ml vyextrahovaného enzymu
z kfenového korene a vzorky byly opét inkubovany 10 minut ve vodni lazni.

- Reakce byla zastavena pridanim 5 ml 20% H,SO,4 a purpurogallin ihned vytfepan do
diethyletheru trojndsobnou extrakci 20, 10 a 10 ml. (Pozor: Trepali jsme
obracenou délickou s otevienym kohoutem, nebot pfi tfepani se délicka tlakovala
vznikajicim plynem.)

- Kapaliny byly nemisitelné a diethylether se po rozsazeni kapalin drzel ve svrchni
Casti roztoku. Proto byla spodni ¢ast odpusténa do kadinky a svrchni do
odmérného vélce. Poté byla spodni ¢ast nalita zpét do délici ndlevky a pokracovalo
se ve vytfepavani.

- Objem spojenych extrakt( byl upraven diethyletherem na 40 ml.

- Pfivinové délce 467 nm byla zmérena intenzita zbarveni na spektrofotometru.

- Mnoistvi vzniklého purpurogallinu bylo vyhodnoceno dle kalibra¢niho

grafu 8 (cit. /).
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3.2.4 Vyhodnoceni

Pro vyhodnoceni bylo nezbytné sestaveni kalibracniho grafu. Ten byl sestrojen
z vysledk(l méreni intenzity zabarveni ¢inidla K,Cr,07. MnoZstvi vzniklého purpurogallinu
bylo stanoveno dle nasledujiciho doporuceni: 4 mg purpurogallinu rozpusténého ve 40 ml
ethyletheru svou intenzitou odpovidalo roztoku 0,75 g dichromanu draselného
rozpuéténého v 1000 ml kyseliny chlorovodikové o koncentraci 0,2 mol/dm? atd. Intenzita
Cinidla K;Cr,0;7 byla méfena pfi 415 nm. Aktivita enzymu byla vyjadrena v mg vzniklého

purpurogallinu na 1 g kifenového korene. ’

Tabulka 9: Namérené hodnoty intenzity zabarveni pro tvorbu kalibra¢niho grafu

Absorbance | Mnoistvi purpurogallinu (mg)
1,206 4

0,681 2

0,317 1

0,15 0,5

0,074 0,25
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f v okoli vyslednych hodnot aktivity enzymu
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3.2.5 Vysledky

3.2.5.1 1. extrakt
Tabulka 10: naméfené absorbance a mnoistvi vzniklého purpurogallinu pfi rtiznych pH

pH pufru | Absorbance | MnoiZstvi purpurogallinu (mg/100 g)

7,0 0,365 1,1275

7,1 0,332 1,041

100 g kifenové kofene ... 1,1275 mg purpurogalinu

1 g kfenové korene ... x mg purpurogalinu

1,1275.1

— -2
100 =1,1275.10""mg/g

X

1,041 mg purpurogalinu = 1,041 . 10 2 mg/g kfenového korene

3.2.5.2 2. extrakt
Tabulka 11: naméfené absorbance a mnoizstvi vzniklého purpurogallinu pfi rtiiznych pH

pH pufru | Absorbance | MnoiZstvi purpurogallinu (mg/100 g)

7,0 0,352 1,094

7,1 0,371 1,1427

1,094 mg purpurogalinu = 1,094 . 10 2 mg/g kfenového korene
1,1427 mg purpurogalinu = 1,1427 . 10 > mg/g kfenového kotene

3.2.6 Zavér

Ztabulky 10 a 11 je patrné, Ze Cerstvé pfipraveny a zméreny kfenovy extrakt
vykazoval odlisShou absorbanci oproti 3 dny uschovanému extraktu. Z kalibra¢niho grafu
(graf 8) se vyéetlo mnozstvi vzniklého purpurogalinu. Cerstvé pripraveny extrakt vykazoval
pfi pH 7,0 nizsi aktivitu 0 0, 335 . 10 2 mg purpurogallinu na 1 g kfenového kofene nez
uskladnény extrakt. Kdezto p¥i pH 7,1 byl enzym aktivnéjsi o 0,1017 . 10  mg/g. Z toho

plyne, Ze pfi uskladnéni extraktu dochazi ke zméné jeho enzymové aktivity pri riznych pH.
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4 ZAVER

V préci byla pfipravena amylasa z kli¢icich zrn je¢mene izolaci v rliznych etapach
kliceni. Amylasa ziskana po dvandacti dnech kliceni (viz kapitola 3.1.4.1.5) byla rozdélena
na ¢ast pro okamzité zméreni jeji aktivity (tabulka 3) a zbytek byl rozdélen na tfi stejné
¢asti k uskladnéni za réiznych podminek po dobu 1 mésice. Cast byla uskladnéna ve tmé za
laboratorni teploty, druhd c¢ast vlednici a treti ¢ast v mrazdku. Porovnanim aktivit
jednotlivych uskladnénych podild (tabulky 4, 5, 6) bylo zjisténo, Ze malé rozdily
v aktivitdch vzork( jsou, ale nejedna se o hodnoty nijak velké. Pfi porovndni hodnot
namérenych pfi pH 6,8 (pH optimum) bylo dokonce zjisténo, Ze u vzorkd uskladnénych pfi
laboratorni teploté a v lednici se na rozdil od amylasy uskladnéné v mrazdku aktivita jesté

zvysila. To znamend, Ze je mozno amylasu ptipravovat do zdsoby.

Porovnanim aktivit a-amylas béhem postupujici doby kli¢eni bylo zjiSténo, Ze se
jejich aktivita v case méni, jak dokazuje rozdil aktivit mezi 4. extraktem a 1. pokusem u
5. extraktu. Pfi stejném ztedéni byla totiz reakce u 5. extraktu ukoncena jiz do 3 minut,

kdezZto u 4. extraktu az po 8 minutach pfi pH 7,2.

Dale byla porovnavdna aktivita amylasy zjeCmenného zrna s aktivitou slinné
amylasy. Zde bylo zjiSténo, Ze aktivita amylasy extrahované ze slin (tabulka 7) byla nizsi
v kyselé oblasti pH oproti aktivité amylasy ze sladu (tabulky 2, 3), avSak v bazickém

prostredi vykazovala slinnd amylasa vyssi miru aktivity.

Pti provedeni vSech pokus( na aktivitu a- amylasy byly rovnéz provedeny pokusy
na zjisténi pH optima. Vysledky méreni aktivit pfi rlznych pH vynesenim do grafu

vykreslily zvonkovitou kfivku. Z grafi pH optima byly stanoveny hodnoty pH na pH 6,8.

V dalsi ¢asti prace byla vénovana pozornost vyuziti peroxidasy izolované z korene
kifenu. Pokusy bylo zjisténo, Ze aktivita tohoto enzymu se pfi uskladnéni méni (viz tabulka

10 a 11), a proto by bylo Iépe zpracovavat vidy extrakt nepfilis dlouho pripraveny
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5 RESUME

This work - through modification of tests - offers expansion of experiments in a
basic exercise in biochemistry. It deals mainly with the use of a - amylase from various
sources, such as green malt and human saliva. Because amylase is obtained before
carrying out the enzymatic reactions, this work explores the possibility of preparing
extracts in stock. Also, the work studies the changing activity of green malt amylase at
various stages of germination and the difference between the salivary amylase activity
and the activity of amylase from barley grain. The work also deals with the possibility of
preparing an extract of the enzyme peroxidase in stock for another use. A part of this
work is also a fundamental view on the issue of enzymatic reactions reported in the

literature.
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