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1 UVOD

Diplomova prace na téma Enzymy navazuje na bakaldrskou praci Enzymy a jejich

reakce obhajenou autorem v roce 2014.

V teoretické casti je shrnuta teorie tykajici se enzym(, coZ je relativné obsahlé
téma. Tato C¢ast diplomové prace pojima téma obecné od katalyzy az po vyuZziti enzym(

Vv praxi.

Cilem diplomové prace je vytvofit uceleny soubor na téma Enzymy, ktery lze
aplikovat pfi vyuce chemie na vySSim stupni gymndzia. Prakticka c¢ast didakticky
transformuje teoretickou ¢ast do vykladu, ktery je doplnén powerpointovou prezentaci a
nazornymi animacemi. Cilem zapojeni animaci do vyuky je zefektivnit a prodlouzit
osvojeni dané problematiky studenty. Prace nabizi také pracovni listy. Prvni z nich je
vytvofen pro opakovani predeslé latky, coz jsou bilkoviny a druhy pro opakovani nové
probrané latky na téma Enzymy. Prakticka ¢ast rovnéZ obsahuje test po probrani celé
latky a nékolik laboratornich cvicenich s pfihlédnutim na ¢asovou a materidlovou
narocnost tak, aby se prace daly provést v prostredi skolni laboratore. V kapitole pfilohy
nalezneme nékolik zajimavych odkazu, které mohou slouzit také jako inspirace pfi vyuce.

Tato diplomova prace bude ovérena v praxi na Gymnaziu v Rokycanech.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Katalyza

Katalyzou rozumime urychlovani reakce pfidanim katalyzatoru. Rychlost
chemickych premén je zavisld na rlznych faktorech. Nejvice pak na koncentraci
reagujicich latek, jejich povaze, na stavu prostredi, ve kterém latky reaguji (teplota, tlak),
a na vlivu katalyzator(. Katalyzator je latka zvysujici rychlost celé chemické reakce, avsak
sam se pri reakci neméni. Dle charakteru katalyzator(i reakce mohou vznikat dokonce ze
stejnych reaktantl rdzné produkty. Katalyzatory a reagujici latky se slucuji v labilni, ale
velmi u¢inné adukty, které se po reakci znovu rozpadaji na produkty a katalyzator, jenz
mUZe znovu vstupovat do dalsi reakce. Katalyzatory plsobi v relativné nizké koncentraci.
Jejich cil spociva ve snizeni aktivacni energie reakci, jenz tvori myslenou bariéru branici

reakci reaktantt. Pokud bychom uvaZovali teoretickou bimolekularni reakci: *
A+B—-> AB

Katalyzator K se sluCuje s jednim ze dvou reaktant(, napf. s A, meziprodukt AK,

reaguje s reaktantem B a katalyzator se opét uvoliuje. !

Aktivacni energie obou reakci je vyrazné nizSi, nez kdyby reakce nebyla

katalyzovéna. !

energie

—_—
pribéh reakce

Obrdazek 1: Energeticky diagram katalyzované (1) a nekatalyzované (2) reakce 2



Opak katalytické reakce je reakce, kterd je zpomalovdna. Tato zpomaleni se nazyva
inhibice. !
Dalsi ddkazy o urychleni chemickych reakci jsou uvedeny v tabulce 1. Zniz je

patrnd zména aktivacni energie uvedenych rozkladnych reakci s ménicim se

katalyzatorem. 2

Tabulka 1: Priklady zmén aktivacni energie se zménou katalyzatoru pro nékteré
rozkladné reakce 2

Substrat Katalyzator = 2
kJ . mol
peroxid vodiku zadny 75,36
peroxid vodiku jodidové ionty 54,43
peroxid vodiku koloidni platina 48,57
peroxid vodiku katalasa 23,03
kyselina uhlidita zadny 85,83
kyselina uhlidita karbonatdehydratasa 48,99
sachatosa vodikové ionty 107,18
sachatosa B -fruktofuranosidasa 46,05

2.1.1 Katalyzatory a inhibitory

2.1.1.1 Homogenni a heterogenni katalyza

Jedny z nejcastéjSich homogennich katalyzatort jsou kyseliny a zdsady. Redoxni
reakce byvaji Casto urychlovany (katalyzovany) pritomnosti iontl. Pokud je reakce
urychlovana jednim z produktt reakce, oznacuje se jako autokatalyticka. Nejprve probiha
reakce pomalu, protoZze se nevytvofilo dostatecné mnozstvi katalyzujiciho produktu.

Avsak pozdéji se rychlost reakce znaéné zrychluje. 3

Katalyzatory mohou byt selektivni. Jako pftiklad velmi selektivnich katalyzator(
jsou pravé enzymy (viz. kapitola 2.2). Selektivita enzymu je dana tim, Ze vazebné misto na

molekule enzymu je specifickym zplsobem tvarovdno na navazani substratu. 3

Pokud je katalyzator pfi heterogenni katalyze v pevné fazi, miva obvykle velky
specificky povrch. Reaktanty pak byvaji kapaliny ¢&i plyny. Reakce se uskuteéruje na

povrchu katalyzétoru. 3



2.1.1.2 Inhibice

Opakem katalyzator(, tedy latek urychlujici chemickou reakci, jsou inhibitory,
latky zpomalujici rychlost reakce. Délime je na stabilizitory a katalytické jedy. 3
Stabilizatory tak zastavuji retézovou reakci. Katalytické jedy zabranuji katalyzator(m

urychlovat reakci. 3
2.2 Co to jsou enzymy

Enzymy, neboli biokatalyzatory, katalyzuji chemické reakce v Zivych organismech.
Chemicky radime enzymy mezi jednoduché nebo sloZzené bilkoviny. Jsou velmi rliznorodé,
nebot urychluji velkou skdlu chemickych reakci. Podle typu reakce, kterou urychluji
(katalyzuji), jsou rozdéleny do Sesti hlavnich tfid. Enzymy se vyskytuji ve vSech Zivych
organismech a jejich pocet se odhaduje namiliardy. Predpoklada se, Ze i
v nejjednodussich burikiach je obsazeno pres 3 000 enzymdi, které katalyzuji veskeré

reakce probihajici v burice. 4

Biokatalyzatory urychluji chemickou reakci v Zivych organismech tim, Ze snizuji
aktivacni energii, energii potfebnou k uskutec¢néni reakce. Aktivacni energie je vyuZivana
k zeslabeni vazeb reagujicich molekul a k jejich vzajemnému pfiblizeni. > Katalyzatory u
zvratnych reakci neovliviuji sloZeni rovnovazné smési, pouze urychluji dosazeni chemické
rovnovahy. Enzymy urychluji reakce pfi metabolismu, kde je vysoky narok na kvalitu
katalyzator(, nebot reakce probihaji cilené dle daného planu. Enzymy tak musi vést reakci
specificky, bez vzniku vedlejSich produktl a v ndvaznosti na pribéhu metabolickych drah.
Jejich aktivita proto musi byt snadno regulovatelna dle potfeb organismu. Enzymy byly

vytvoFeny pfirodou za miliardy let, a proto jsou efektivnéjsi nez umélé katalyzatory. 4
Prednosti enzym( oproti chemickym katalyzatorim:
1. Reakce probiha za mirnéjsSich podminek. Pfi teplotach mezi 20 — 40 °C, neutralnich
hodnotach pH a za atmosférického tlaku. Posun pH do kyselych, ¢i zdsaditych

hodnot je typicky pro cinnost enzym0 travici soustavy (pepsin, trypsin). Umélé

katalyzatory vyzaduji ¢asto velmi naro¢né podminky (teplota, tlak, pH).
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2. Enzymy jsou ucinnéjsi. Rychlost chemickych pfemén je mnohem vyssi nez rychlost
pfemény nekatalyzované reakce a o nékolik fadl vyssi neZ reakce s umélym
katalyzatorem.

3. Enzymatické reakce se daji snadno regulovat. Jejich katalytické schopnosti
neovliviiuje substrat, ale pfitomnost jinych sloucenin.

4. Enzymy jevi znacnou substratovou specifitu a tvofi specifictéjsi produkty. Urychluji
pfeménu pouze urcitého substratu (substratova specifita) a reakce probiha pouze
uréitym zpUsobem (specifita Ucinku). Ne vSechny enzymy maji stejny stupen
specifity. Nékteré reaguji pouze s uréitym substratem. Kdezto jiné enzymy vstupuji
do reakci s latkami obsahujici urcité strukturni znaky. ® Reakce maélokdy tvofi

vedlej$i produkty. 7

2.3 Jaka byla historie

Védu zkoumajici enzymy nazyvame Enzymologie. Prvni zminky o existenci enzymu
urychlovanych (katalyzovanych) reakci v rostlindch a Zivocisich roku 1834. # Popisoval
katalytickou schopnost sladu $tépit skrob. ? Dfive se biokatalyzatory nazyvaly fermenty,
jelikoz se odhadovala jejich ucast v rozkladnych fermentacnich déjich v prirodé a pfi
vyrobé potravin a ndpojd. Pojmenovani ,enzym” (tedy biologické Iatky s katalytickou
schopnosti) 2 zndme az od roku 1878, kdy jej tak nazval W. Kithneho (z feckého en zyme —

v kvasnicich). 4

Bilkovinnd povaha enzym( byla doloZzena az roku 1926 J. Sumnerem, jeni
vykrystaloval enzym ureasu. Ureasa katalyzuje hydrolyzu mocoviny na oxid uhli¢ity a
amoniak. 7 Mezi léty 1930 — 1936 vykrystalizoval Northrop pepsin, chymotrypsin a
trypsin.? Tento jev, tedy bilkovinnou povahu enzymd, tusil jiz roku 1840 J. von Liebig i
témér o 40 let pozdéji M. Traube. Studium enzymU zapocalo ovSem jesté dfive. Prvni
popsana byla amylasa obsazena ve sladu a to roku 1814. Dale pak amylasa ve slinach a
Zaludecni proteasa pepsin vletech 1830 - 1840. Ke konci 19. stoleti byla postupné
odkryvana tajemstvi ohledné katalytického mechanismu enzym(. DalSim dualezitym
objevem enzymologie byla teorie komplementarity, se kterou priSel roku 1894 E. Fischer.

Tvrdil, Ze enzymatickd reakce probihda v malé oblasti molekuly enzymu, zamek a klic.
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Obdobnou predstavu mél i V. Henry, ktery tvrdil, Ze se béhem enzymatické reakce tvofi
komplex enzym — substrat, jakozto meziprodukt. Kinetika jednosubstratovych reakci byla

zpracovana v roce 1913 E. Michaelisem a M. Mentenovou. 4

Jak jiz bylo uvedeno, bilkovinna struktura enzym( byla prokdzana roku 1926. Od
tohoto objevu jsou enzymy zkoumany spole¢né s chemii bilkovin. Rozmach tohoto
odvétvi chemie umoznil hlubsi studii i v poznavani enzym(. V dnesni dobé je detailné
popsano pres 3000 enzym( a velké mnoizstvi z nich jiz bylo vykrystalizovdno nebo
izolovano v Cisté formé. Témto objevim a vysledkim $la ruku v ruce technika, tedy velky
rozvoj instrumentalnich metod. Pochopeni a objevy chemie bilkovin napomohla popsani
prostorové struktury a mechanismu plsobeni enzyml. Pocet enzymiU se znamym

mechanismem jejich katalyzy a prostorovym uspofadanim neustéle roste. 4

2.4 Nazvoslovi a Kklasifikace

Nejstars$i enzymy byly oznacovany trividlné, podle jejich funkce v organismu a
vyskytu. Nejcastéji byly zakoncovany koncovkou — in (napt. trypsin, pepsin, chymosin
apod.). Postupem casu se zacala pfidavat koncovka — asa (J. Duclaux, 1883). Nazvy
enzym( tak byly tvoreny dle substratu, ktery enzym katalyzoval (proteasa, lipasa,

amylasa) anebo dle charakteru reakce (hydrolasa, oxidasa, transaminasa,...). 4

S rostoucim poétem nové objevenych enzymi bylo potfeba stanovit systém, dle
kterého se budou enzymy pojmenovavat. Nebot se obdas stavalo, Ze pro jeden enzym
existovaly dva ndzvy a naopak. Proto Mezindrodni unie biochemie (IUB) roku 1961
zavedla jednotnou nomenklaturu. K doporu¢enym trividlnim nazvim enzymi zavedla
systémové rozdéleni a z ného vyplyvajici systémové nazvy, ve kterych je obsazen substrat

a typ enzymem katalyzované reakce. *
Nazvoslovi a klasifikace enzym( podléha tfem zakladnim zasadam:
1. Nazev a zatazeni enzymu se stanovuje dle reakce, kterou enzym katalyzuje.

2. Nazvy enzym( jsou pouZity pouze pro jednotlivé enzymy, nikoli pro pojmenovani

systému s vice enzymy.

3. Enzymy jsou rozdéleny dle typu reakce a ndzvu substratu do skupin. 2

12



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

reakce. Enzymy se dle typu katalyzované reakce radi do Sesti hlavnich tfid (Tabulka 2).

TFidy se dale déli na jednotlivé podtfidy a dalsi kategorie. ’

Tabulka 2: Klasifikace enzym, dle typu katalyzované reakce ’

Klasifikace Typ katalyzované reakce
1. Oxidoreduktasy oxidacné-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

katalyzuji oxidacné redukéni procesy

jedna se o jednu z nejpocetnéjsich trid

povahou jde o sloZzené bilkoviny

substratem je donor vodiku nebo elektron( 2

oxidoredukéni dé&j je  uskuteénén  prenosem atomu  vodiku
(transhydrogenasa, ¢i dehydrogenasa), nebo elektron( (transelektronasa)
déleni na podtfidy dle funkénich skupin donord, na které pGsobi*

klasifikace na principu ,donor : akceptor — oxidoreduktasa (dehydrogenasa,
oxidasa)“ ?

zjednoduseny princip: Ared + Box €2 Aox+ Bred
piiklad reakce: ethanol + NAD* - acetaldehyd + NADH + H*®

2. Transferasy

prenos funkénich skupin (-CHs, -NH, atd.) v aktivované formé zjedné
slouceniny (donoru) na jinou slou¢eninu (akceptor)

Ucastni se biosynthetickych déja

opét pocetna skupina enzym(

chemickou povahou se jedna o slozené bilkoviny

13



déleni do podtfid dle charakteru pfenasenych skupin *

klasifikace na principu ,, donor : akceptor — pfenadsend skupina transferasa“?
zjednoduseny princip: A-B+C—> A+ C-B

priklad reakce: hexosa + ATP - hexosa-® + ADP ©

3. Hydrolasy

katalyzuji hydrolytické Stépeni vazeb (napf. amidové, glykosidové,
peptidové, esterové)

pocetnd skupina enzyml

povahy jednoduchych bilkovin

déleni do podtfid podle typu $tépenych vazeb #

systémovy nazev tvoren ,substrat-odstépena skupina hydrolasa“ 2
zjednoduseny princip: A-B + H,O - A-H + B-OH

priklad reakce: glycerol-tristearat +3H.O - glycerol + kyselina stearova

$tépi vazby C-C, C-O, C-N a dal3imi zpUsoby neZ oxidaci a hydrolyzou 2

v jednom sméru pUsobi na dva enzymy, avsak v opaéném pouze na jeden 2
prinaseji, nebo odstépuji malé molekuly do substratu (H,0, NH3, atd.)
malo pocetnd skupina enzym

povahy slozenych bilkovin

déleni do podtfid dle typu Stépenych vazeb *

systémovy nazev ze dvou slov ,,substrat-skupina lyasa“ 2

zjednodusSeny princip: A-B <> A+B

priklad reakce: (COOH), - HCOOH + CO,®

5. lzomerasy

presuny atomua a jejich skupin v jedné molekule

nejméné pocetnd skupina enzymi

vétsinou povahy jednoduchych bilkovin

déleni do podtfid dle typu vytvarené izomerie #

klasifikace na principu ,substrat-déj-izomerasa®, kdy dé&j charakterizuje
reakci 2

zjednodusSeny princip: A-B-C <> A-C-B

priklad reakce: fumarat - maleat

14



6. Ligasy

- katalyzuji slouceni dvou molekul za soucasného hydrolytického Stépeni
difosfatu v ATP 2

- malo pocetnd skupina povahy sloZzenych bilkovin

- v trividlnich nazvech se ¢asto oznacuji jako synthetasy

- déleni do podtfid dle typu vznikajicich vazeb 4

- systémovy ndzev tvofen ,X-Y-ligasa tvofici ADP“, kdy X a Y zastupuje
spojované molekuly 2

- priklad reakce: X +Y + ATP - X-Y + ADP + P;

Jednotlivy enzym je oznacen dvéma nazvy a Ctyfmi Cisly. Doporuceny nazev
vétSinou odpovida dfivéjSimu trividlnimu ndzvu a je tedy prakticky pro béznou praxi.
Systematicky ndzev se pouzivd k presnému oznadeni enzymu, aby nedoSlo k moiné
zaméné. Jak jiz bylo uvedeno, je tvoren nazvem substratu s pfiponou -asa oznacujici
katalyzovanou reakci dle hlavni klasifikaéni tiidy (Tabulka 2). 7 Ctyfmistny kéd umoZfiuje
rozdéleni enzymu do Sesti hlavnich tfida a nasledné do podtfid a skupin. Systémové Cislo

je totoZné se zafazenim enzymu v klasifikaci EC (Enzyme Commission). 4

Prikladem muze byt enzym karboxypeptidasa A (doporuceny nazev), jehoz
systematicky nazev je peptidyl-L-aminocidhydrolasa se systémovym ¢islem: EC 3.4.17.1.
Prvni Cislo udava hlavni tfidu enzymu (Hydrolasa, viz. Tabulka 2), druhé Cislo podtridu
(peptidova vazba), treti Cislo v poradi Cislo jeho skupiny (metalokarboxypeptidasy) a

¢tvrté Eislo je poradové Cislo enzymu v podskupiné. 7

E@E 0 |
Tfida  — oxidoreduktasy '{ {
Podtfida — donorem H je skupina >CHOH —‘
Skupina — akceptorem H je NAD*

27

|
V

Cislo enzymu uvniti skupiny

Obrézek 2: Ctyfmistny kod (S)-laktatu:NAD+-oxidoreduktasa 4

Pro béiné uzivani nejsou systémové ndzvy nikterak praktické. Proto se se
systémovym cislem vyuzivaji, pokud neni zapotrebi jinak, pouze pfi ,pfedstaveni” enzymu

a ddle je upfednostriovan nazev doporuceny. #
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Tabulka 3: Doporuéené, systémové nazvy a ¢iselny kod nékterych enzyma 4

Cislo Doporuceny nazev Reakce Systémovy nazev
1 Oxidoreduktasy
alkohol + NAD* = acetaldehyd + | ethanol: NAD* -
1.1.1.1 |alkoholdehydrogenasa NADH oxidoreduktasa
, L-laktat + NAD* = puryvat + (S)-laktat: NAD*-
1.1.1.27 | lakt h
aktatdehydrogenasa NADH oxidoreduktasa
1.11.1.7 | peroxidasa ﬂogor + 20, = oxid.donor +2 donor: H,0;-oxidoreduktasa
22
2 Transferasy
9319 acetyl-CoA- acetyl-CoA+ acetyl-CoA = CoA + | acetyl-CoA: acetyl-CoA-C-
T | acetyltransferasa acetoacetyl-CoA acetyl-transferasa
DNA-fizena DNA- ndeoxynukleosidrifosfat + deoxynukleosidtrifosfat:
2.7.7.7 olymerasa DNA,= 2DNA, +nPP; DNA -
poly " " ' deoxynukleotidyltransferasa
3 Hydrolasy
- - At + =D- - -6- 3t-
3139 |glukosa-6-fosfatasa D-glukosa-6fosfat : H,0=D D-glukosa-6-fosfat
glukosa+monofosfat fosfohydrolasa
3.6.1.3 |adenosintrifofatasa ATP+H,0=ADP+P; ATP-fosfohydrolasa
4 Lyasy
4.2.1.1 |karbonatdehydratasa |H*+HCO3=CO,+H,0 karbonathydrolyasa
5 Isomerasy
. - D-glyceraldehyd-3- D-glyceraldehyd-3-fosfat-
>-3.1.1 | triosafosfatisomerasa fosfat=dihydroxyacetonfosfat ketolisomerasa
6 Ligasy
ATP+L-
6.1.1.7 alanyl-tRNA- alanin+tRNAA=AMP+difosfat+L- | L-alanin:tRNA*?-ligasa
synthetasa

alanin+tRNA
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2.5 Struktura enzymii

Enzymy jsou povahou jednoduché i sloZzené (cca 70%) globuldrni proteiny
(bilkoviny). Nékteré molekuly jsou pouze zjednoduchych bilkovin. Na stavbé enzymi
povahy sloZzenych bilkovin se podili nizkomolekularni, nebilkovinna slozka kofaktor. ? Tato
slozka prenasi skupiny, elektrony, nebo atomy pti biochemickych reakci katalyzovanych
enzymy a urcuje specifitu ucinku. 4 Kofaktorem mohou byt bud ionty nékterych kovd,
napt. K*, Mg?*, Zn?*, Fe?*, Cu?*, nebo slozitéjsi organické molekuly — koenzymy. % Pokud je
kofaktor pevné, kovalentné navazan na bilkovinnou slozku enzymu (apoenzym), mizeme
ho povaZovat za prosthetickou skupinu. Stejné tak jako je tomu u slozenych bilkovin.

Apoenzym jevi substratovou specifitu. 4

Katalytickou funkci umoZiiuji na enzym pevné vazané prostetické skupiny, které se
béhem katalytického cyklu enzymu obnovuiji. & Pokud je kofaktor navazén na bilkovinnou
slozku (apoenzym) jen slabé a mizZe lehce disociovat (oddélit se), nazyvdme ho
koenzymem. 4 Koenzym je pfFitomen pfi chemickych pfeménach katalyzovanych
enzymem. 3 Kofaktory jsou esencidlni latky a vétinou strukturné souvisi s vitaminy (viz.

Tabulka 4). ° DaleZité jsou pak vitaminy rozpustné ve vodé. 3

Tabulka 4: Vztah koenzymu a vitamint 3

Vitamin Koenzym Reakce
thiamin (B1) thiaminpyrofosfat (TPP) prenos aldehydu
riboflavin (B2) flavinadenindinukleotid (FAD) prenos H
kyselina nikotinova nikotinamidadenindinukleotid (NAD+) | pfenos H
pyridoxin (B6) pyridoxalfosfat prenos — NH2
biotin (B6) biocytin pfenos —COOH
kyselina panthotenova | koenzym A (CoA) prenos acylu
kyselina listova kyselina tetrahyrolistova prenos C1
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kyselina askorbova (C) | - kofaktor hydroxylace

Komplex koenzymu s apoenzymem (protein) tvofi holoenzym, kompletni fungujici

enzym. 4

Zkoumanim vnitiniho usporaddni molekuly enzym( se potvrdila teorie E. Fischera

z konce 19. stoleti (viz. kapitola 2.3). 4

Oblast, ve které se enzymova reakce uskutecnuje, se nazyva aktivni misto nebo aktivni
centrum. Tato ¢ast molekuly byla zkoumdna pozorovanim aktivity enzymi se stejnou
funkci, avSak zjinych organisml a za rldznych pouzitych substituentd a chemickych
modifikaci skupin molekuly. Teprve aZz rentgenostrukturni analyza komplexd enzyma se
substraty a kompetitivnimi inhibitory objasnila strukturu aktivnich mist. V aktivnim centru
se vyskytuji presné prostorové rozmisténé funkéni skupiny, které jsou soucasti
postrannich fetézcl aminokyselinovych zbytkd. # Ty jsou v polypeptidovém fetézci daleko
od sebe, ale jeho svinutim se dostavaji do patficné blizkosti, pfi tercidlnim zraseni.
Funkéni skupiny vzajemné interaguji se specifickymi substraty. U nékterych enzymu je
vice aktivnich mist. 1 Prostorové uspofadani bylo nejvice studovdno u hydrolas a byly

zjistény 3 zakladni typy uspofadani aktivniho centra: 4

1. Tvar stérbiny (polysacharidové, polynukleotidové a polypeptidované retézce)
2. Tvar mélké povrchové prohlubné (trypsin, elastasa, atd.)

3. Tvar jamky (karboxypeptidasa) *
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akti »
cent molekuly
substrat

molekula enzymu %7

komplex
enzym - substrdt

GJ molekula

produktu

enzym  substrdt komplex produkt
enzym-substrdt

Obrazek 3: Schéma enzymové reakce 3

2.5.1 Kofaktory oxidoreduktas

Kofaktory oxidoreduktas se Ucastni redukénich déjd, béhem kterych se podileji na
prenosu vodiku nebo elektronli. Mezi ty nejznaméjsi patti nikotinamidadenindinukleotid
(NAD*) a nikotinamidadenindinukletidfosfat (NADP*). Funkce téchto kofaktor( spociva

v reverzibilni vazbé vodiku, ktery je predan substratu nebo odebran:
redukovany substrat + NAD* <>oxidovany substrat + NADH + H*
redukovany substrat + NADP* <>oxidovany substrat + NADPH + H*

K dalsi kofaktorm patf¥i také flavinmononuklid (FMN) nebo flavinadenindinuklid (FAD). Ty

maiji funkci reverzibilniho redoxniho systému:
FMN + 2e” +2H* <& FMNH;

Dalsi skupinou jsou cytochromy, které tvori redoxni systémy v mitochondriich a

chloroplastech. °
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2.5.2 Kofaktory transferas
Kofaktory transferas se ucastni prenosu celych molekul i skupin z donoru na
akceptor. Jde o pocetnou skupinu. Fosfatové skupiny prenaseji enzymy, obecné zndme

jako kinasy. Jako kofaktor obsahuji adenosintrifosfat (ATP), jenz reaguje nékolika zpUsoby:
1. prenos fosfatového zbytku ® za odstépeni adenosinmonofosfatu (AMP)
ATP + S (substrat) > S ~ ® + ADP
2. prenos difosfatového zbytku za odstépeni adenosinmonofosfatu (AMP)
ATP+S—>S~® ~ ® + AMP

Funkci podobné jako ATP mohou mit i jiné nukleotidy — guansintrifosfat (GTP),
uridintrifosfat (UTP), cytidintrifosfat (CTP) — kde je adenin nahrazen guaninem, uracilem,

cytosinem.

Koenzym A (CoA) prenasi acyly, ze kterych je nejvyznamnéjsi zbytek kyseliny octové. Tzv.
aktivni kyselina octovd, nazyvana acetylkoenzym A (acetyl-CoA), ma neodmyslitelné misto

v pribéhu fady metabolickych pfemén. 1°
2.6 Jak se enzymy izoluji

Pri CiSténi a izolaci enzymu je nutnost vychazet z toho, Ze enzymy maji bilkovinou
povahu. Izolace a Cisténi enzym( tudiz probihd béznymi metodami, jakymi jsou metody
pouzivané pfi izolaci bilkovin. Postup izolace bilkovin mizZeme pozorovat pfi méreni jejich
aktivit, coz je vyhoda enzym0 oproti inaktivnim bilkovindm. Enzymy se musi nejdrive
rozrusit, abychom je mohli izolovat. Rozruseni tkané se provadi nejéastéji homogenizaci a
mletim (prevainé u zZivocisnych), autolyzou (prevazné u mikroorganismu) a zmrazovanim.
Nasledné se enzymy extrahuji alkoholem (butanolem), tlumivym roztokem, &i vodou. !
Zbytky, které se nerozpustily, se nejcastéji od vzorku oddéluji centrifugaci nebo filtraci,
coz je lepsi postup. KnejjemnéjsSimu oddéleni se vyuziva tepelnd denaturace, tedy
temperaci na 50 az 60°C po dobu 5 az 15 minut. Dalsi zplsob je frakéni vysolovani
siranem amonnym, jenz je velmi dobie rozpustny a nedenaturuje bilkoviny. Vysrazené

bilkoviny se snadno rozpousti ve vodé. Pfed dalSim postupem je nutné odstranit siran

dialyzou ¢i odsolenim gelovou chromatografii.
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Uginné je i sraZeni organickymi rozpoustédly (nap¥. ethanolem nebo acetonem),
avsak je nutné pracovat pfi teplotach nizsich nez -5°C. P¥i vy$Sich teplotach by bilkoviny
denaturovali nevratné. 1
Dalsi moiné zpusoby CiSténi castecné vyciSténych preparatld jsou ionexova, afinitni

chromatografie, gelova chromatografie, nebo elektroforéza. 2
2.7 Méreni enzymatické aktivity

Stanovit mnoZstvi enzymu v Zivych objektech se ponékud sloZité, a proto se tento
pojem nahrazuje pojmem aktivita enzymu. ° Aktivitu enzymu chdpeme jako jeho
schopnost katalyzovat pfeménu substratu v produkt. '3 Aktivitu méfime spotiebou
substratu nebo mérenim mnozstvi vznikajiciho produktu enzymatické reakce za jednotku
¢asu. ! Enzymy se vyskytuji v Zivych organismech jako vazané (napf. v membranach) nebo
jako volné (napf. v cytoplazmé). Vazané enzymy vykazuji vyssi aktivitu nez enzymy volné.
Pocdatecni rychlost reakce je tedy charakterizovdna tvorbou produktu, ¢i Ubytku substratu
v Case. Pocatecni rychlost, Fidici se dle rovnice Michealise a Mentennové (kapitola 2.9.4),

je definovana jako rychlost v ¢ase nula, tedy dtive nez vznikl jakykoli produkt.

Stanovit rychlost reakce experimentalné je vSak z nékolika divodu slozZité. Nebot
Cas, ktery je potreba k promichani jednotlivych reakénich slozek a zméreni jejich
koncentrace, neni nikdy nulovy. Rychlost enzymatické reakce se tak stanovuje jako
mnozZstvi preménéného substratu za jednotku ¢asu. Ovsem pouze v Case, kdy je zména
koncentrace linedrni s ¢asem (viz. Obrazek 4). Rychlost enzymem katalyzované reakce je

tak mozné méfit v ¢asovém intervalu od 0 do t1. 12

ir]

d:

Obrézek 4: Stanoveni poéateéni rychlosti enzymatické reakce 2
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Dllezitou podminkou méfeni je snizeni ruSivych jevl na co nejmensi miru. 1!

Neodmyslitelnou soucasti méreni aktivity enzym( je temperace (cca 30°C), 5 az 10 minut,
vSech reakénich slozek ve smési. Rozdilné teploty jednotlivych sloZzek by totiz stanoveni
aktivity mohly ovlivnit. DalSim dllezitym krokem je presné zahdjeni pokusu, pokud je
inkubace béhem kratkého ¢asového intervalu. Pipety se proto pfi pfidavani enzymu do
smési vyfukuji. Je zde riziko, Ze vlivem vyfouknuti dojde ke zvétSeni objemu, nicméné tato
mozna chyba je mensi, nez chyba vznikla dlouhou dobou inkubace pfi pomalém pfidavani

enzymu k reakéni smési. 12

Ukoncéeni nebo zastaveni enzymem katalyzované reakce se nejcastéji provadi
denaturaci bilkovinné casti enzymu. Zpravidla se tak déje vyraznou zménou pH i
pfidanim inhibitoru, jak bude uvedeno v nasledujicich kapitolach. Dalsi moZnosti zastaveni
reakce je nékolikandasobnym zfedénim smési. Enzymatickou reakci neni vhodné
zastavovat denaturaci zplsobenou povarenim smési. Reakce probiha nekontrolovatelnou
rychlosti pfi rychlé tepelné denaturaci. Je tedy kladen ddraz i na zahfivani tepelné

denaturovaného enzymy bez substrat( pfi jednotlivych pokusech. 2

Aktivitu enzymu, koncentraci substratu resp. produktu, Ize vdnesSni dobé
pochopitelné stanovit analytickymi instrumentdlnimi metodami. MlzZe se jednat o
metody optické, elektrochemické ¢i titracni. Z metod optickych to mohou byt kolorimetrie
nebo spektrdlni fotometrie. Z metod elektrochemickych polarografie a konduktometrie. A

z metod titracnich pak acidimetrie, ¢i alkalimetrie. ?
2.8 Jednotka enzymové aktivity

Katalyticka aktivita enzymu je vyuZivana ke kvantitativnimu stanoveni mnozZstvi
(aktivité) enzymu v daném roztoku. Dfive, neZ bude stanovovana aktivita enzymu, je

nutnosti znat tyto zdkonitosti:

1. stechiometrii a chemickou podstatu enzymatické reakce,

Km pro dvojici E — S (enzym — substrat), eventudlné E — K (enzym — koenzym),
pH optimum enzymu,

vliv teploty na aktivitu a stabilitu daného enzymu,

dllezitost kofaktoru pro funkci enzymu,

SR A O

analytickou metodu pro pozorovani Ubytku substratu, &i vzniku produktu. 12
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Stanoveni aktivity enzymu probihd za tzv. pfi pH optima (viz. dale) a pfi vysoké
koncentraci substratu na poc¢atku reakce. 1> Koncentrace zGstava po urdity ¢asovy interval
stejnd, a reakce tudiz probihd kinetikou nultého fadu. # Jsou-li tyto podminky zachovany,

je aktivita enzymu, rychlost enzymatické reakce, Gmérna pouze koncentraci enzymu. *?

PUvodné byla aktivita enzymu vyjadfovdna nejraznéji smluvenymi jednotkami.
Nejcastéji se odvijejici od zplUsobu mérfeni. Pfesné sjednoceni ve vyjadfovani enzymové
aktivity pfinesla roku 1961 IUB (Mezindrodni unie biochemie). Tato unie zavedla
standardni jednotku aktivity, a to 1 U (z anglického unit). Tato jednotka byla definovana
jako aktivita enzymu, kterd za optimalnich podminek (pH optimum, 30°C) urychluje
(katalyzuje) pfi nasyceni substratem pfeménu 1 umol substratu za 1 minutu. Roku 1972,
v souvislosti se zavedenou soustavou jednotek SI, byla zavedena nova jednotka pro
katalytickou aktivitu — katal. 1 kat uddva aktivitu, kterd pfeméni za optimalnich podminek
(pH optimum, 30°C) 1 mol substratu za 1 sekundu. Pro praxi je viak tato jednotka pfilis
velkd, a proto se Eastéji pouZivaji jeji zlomky — mikrokatal (pkat = 10 © kat), nanokatal
(nkat = 10 © kat), piko katal (pkat = 10 "*? kat). Pfevod mezi star$i (U) a moderni jednotkou

(katal) je roven: 1 U = 16,67 nkat. *

IUPAC (Mezinarodni unie pro Cistou a pouzitou chemii) roku 1981 pfisla s ndzvem
pro katalytickou aktivitu vyjadrenou v katalech - rychlost pfemény substratu. V praxi se
mulzZeme setkat s dalSimi velicinami, jako jsou: specificka katalyticka aktivita (vztazena na
1 kg enzymu, kat/kg), molarni katalyticka aktivita (kat/mol) a koncentrace katalytické
aktivity (kat/dm3). * Nebo s d&islem pfemény (TN, zanglického turnover number)
stanovujici pocet molekul substratu pfeménénych jednou molekulou enzymu, resp.

jednim aktivnim mistem za 1 minutu. 2
2.9 Enzymova kinetika

Jak jiz bylo feceno, enzymy zprostredkovavaji chemické reakce v Zivych
organismech. Znovu stoji za pfipomenuti, Ze enzymy urychluji dosazeni rovnovahy mezi
substraty a produkty i snizuji aktivacni energii, nikterak vSak neovliviuji rovnovaziné
slozeni smési. 2 Kazdy ztéchto biokatalyzatorl je specificky pro urdité typy reakci.

Enzymy jsou tedy velmi rliznorodé. Jako pfriklady z nejbéznéjsich typl reakci, tedy alespon
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ty z nejbéznéjsich tfid, uvedeme nasledujici: oxidace a redukce, izomerie, hydrolyza,

prenos funkénich skupin ¢i dehydratace.

Enzymy jsou slozité pracujici stroje. Napfiklad nékteré pulsobi pouze na jedinou
molekulu substratu a jiné pUsobi na dvé i vice riznych molekul substratu. Nékteré enzymy
tvofi kovalentné vazané intermedidrni komplexy s pfisluSnymi substraty, kdezto jiné

nikoli. 7
Studium enzymové kinetiky ma v biochemii neodmyslitelnou dilezitost, nebot:

1. Pochopeni dulezZitosti, role a funkce enzymu pfi metabolismu, doslo v souvislosti
se studiem kinetiky enzymatickych reakci.

2. Studiem kinetiky enzymovych reakci se podilelo na tom, Ze mlze byt urcena
vazebna afinita substratd a inhibitord k enzymu a maximalni katalytickd rychlost
enzymu.

3. Katalyticky mechanismus enzym0 byl vysvétlen pozorovanim zmény rychlosti
enzymatické reakce s reakénimi podminkami.

4, Podstatna ¢ast studia kinetiky enzyma je zakladem mnoha enzymatickych testd. ’

Enzymova kinetika pfispiva k lepSimu pochopeni mechanismu ucinku enzyma,
nebot studuje ¢asovy pribéh reakci za rlznych podminek. 4 Pro reakce katalyzované
enzymy plati obecné zakonitosti kinetiky chemickych reakci. Specifitou téchto reakci je

vsak tzv. saturace substratem.

Enzymatické reakce neprobihaji vidy stejnou rychlosti. Ta zavisi na faktorech, jako

jsou:4

fyzikalnich a chemickych vlastnosti prostredi,
koncentrace substratu,

mnozstvi enzymu,

el A

pfitomnost modifikatoru. 4

2.9.1 Reakce jednosubstratové
Jednosubstratové reakce patii mezi ty nejjednodussi enzymatické reakce. Pfi
téchto reakci se preménuje jediny substrat pfitomny ve smési na jediny produkt. Tento

princip uplatiuji napfiklad izomerasy, které se vzdjemné preménuji na své izomery.
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Nicméné se jednosubstratové reakce nevyskytuji tak casto. Jiné enzymové reakce
rozkladaji jediny substrat na dva produkty, coZ je reakce typickd pro procesy katalyzované
lyasami. Do jednosubstratovych reakci fadime i reakce hydrolytické, presto Ze se reakce
Ucastni da reaktanty. Jednim z reaktantl podléhajici reakci je vSak voda. Jeji koncentrace

pFi enzymatické reakci neméni, a proto ji nepovaZzujeme za substrat. 4

2.9.2 Reakce dvousubstratové

Dvousubstratové reakce jsou jedny z nejcastéjSich enzymatickych reakci, pfi nichz
dochazi k preméné dvou substratl nejcastéji na dva produkty. Jedna se predevsim o
procesy katalyzované transferasami a oxidorekutasami. Jako synthetizujici enzymy funguji

lyasy, které zpusobuji vznik pouze jednoho produktu. 4

2.9.3 Reakce trrisubstratové
Procesy, do kterych vstupuji tfi substraty, jsou katalyzovany predevsim ligasami.
Pti tomto déji dochazi ke slouceni dvou substratl v jeden produkt a zaroven ke Stépeni

jednoho substratu na dva produkty. Stykdme se i s pfipady vicesubstratovych reakci. 4

2.9.4 Rovnice Michaelise a Mentenové

Kinetika enzymu zapocala jiz na zacatku 20. stoleti. Pfesnéji roku 1902 publikoval
Adrian Brown zpravu, ve které popisoval rychlost hydrolytického Stépeni sacharézy
katalyzované B-fruktofuranosidasou (dfive zndma jako invertasa) na glukézu a fruktézu za

riznych experimentalnich podminek. ’

sacharéza + H,0 = glukdza + fruktdza

Odhalily se tak dvé skutecnosti popisujici povahu enzymatickych reakci.

1. Zavislost koncentrace katalyzatoru na pocédatecni rychlosti je linearni. Pokud byla
pGvodni koncentrace sachardzy konstantni a ménilo se pouze slozeni enzymu, jak
je patrné z obrdzku 5a, kde v, je rychlost reakce a [Eo] je koncentrace enzymu.

2. Zavislost koncentrace sachardzy na pocatecni rychlosti je hyperbolicka. Pokud byla
neménna koncentrace enzymu a ménilo se pouze mnoZstvi substratu, coz je
patrné z obrazku 5b, kde v, je rychlost reakce a [S] znadi koncentraci substratd.

Symbol Kmznaéi Michaelisovu konstantu a V meznou rychlost. 4
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O nékolik let pozdéji se prokazala platnost téchto tvrzeni pro enzymatické reakce,

kterym podléha pouze jediny substrat a je pfeménén na jediny produkt. 4

b 5] = konst. E]o=konst. o
[S]= konst TV i [E]o=konst

—_— KM —_——

Obrazek 5: Zavislost poéateéni rychlosti reakce Vo na koncentraci enzymu #

Brown predlozZil tvrzeni, Ze reakéni rychlost se stdva nezavislou na koncentraci
sacharoézy, pokud je jeji koncentrace nékolikrat vyssi, nez je koncentrace enzymu. Jde tedy
o reakci nultého fadu. A. Brown tedy myslel, Ze se reakce sklada ze dvou reakci
elementarnich. Jako prvni reaguje enzym (E) se substratem (S) a vytvari jakysi
meziprodukt komplex enzym — substrat (ES). Nasledné se komplex pfi druhé reakci
rozkladd na produkt (P) a enzym (E). Touto problematikou se dfive zabyval rovnéz V.

Henry.”’

E+S —==ES “»>E+P

Obrazek 6: Obecné schéma enzymové reakce °

V roce 1913 vychazi L. Michaelis a M. Mentenova z teorii Henryho a Browna. ’
Michaelis a Mentonova stanovuji matematické vyjadienim saturaéni kfivky, jenz

umoziuje kinetické zpracovani mechanismu enzymové reakce (viz. Obrazek 6).

Saturacéni kfivka podle vyjadfeni Michaelise a Mentenové znazoriuje syceni

enzymu substratem a tedy zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu. 4
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Rovnice Michaelise a Mentonové:

kde V znaci limitni rychlost enzymové reakce a Km Michaelisovu konstantu.

Michaelisova konstanta je koncentrace substratu, pti které enzymova reakce probiha na
polovi¢ni maximalni rychlost V. ! Pro konstantu plati, Ze:
kit k;
M — k1
Grafem rovnice Michaelise a Mentenové je rovnoosa hyperbola s posunutym
pocatkem. ! Tato hyperbola je vhodna pro stanoveni mnoha enzymu. 4 Asymptoty rovnice

jsou s osami rovnobézné. Na ose x je vynesena koncentrace substratu [S] na ose y reakéni

rychlost v. ! Jednd se o zakladni rovnici enzymové kinetiky. ’

2.9.4.1 Michaelisova konstanta
Dulezité matematické vyjadreni vznika, pokud je rychlost reakce rovna poloviné

limitni rychlosti. 2

v
V=32
_VIs]
2 Ky + [S]

Z této rovnice je patrné, jak je mozné vidét i na obrazku 4, Ze Michaelisova
konstanta Km se rovna koncentraci substratu [S], pfi niz je dosaZzeno poloviny limitni
(mezné) rychlosti V. 4 Tudiz Ze pfi poloviénim nasyceni substrdtu se Michaelisova

konstanta rovnd koncentraci substratu [S]. Jeji rozmér je tedy koncentrace, mol/I. 12

Konstanta Ku je nezavisld na koncentraci enzymu. Zavisi vSak na podminkdach
prostredi, jako jsou: teplota, pH, pfitomnost efektor( aj. Proto se k hodnoté konstanty
vidy uvadi vylet podminek, za kterych byla stanovena. Konstanta charakterizuje
katalytické vlastnosti prislusného enzymu k danému substratu. S klesajici hodnotou

Michaelisovy konstanty roste afinita enzymu vici substratu. Pokud enzym plsobi na vice

evvys
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Michaelisovy konstanty nam dovoluje odhadnout koncentraci substratu potfebnou pro
dosazZeni limitni rychlosti. Pomoci rovnice poté vypocitat pocatecni rychlost enzymatické
reakce pro danou koncentraci substratu ¢i naopak koncentraci substratu, ktera je potireba

pro dosaZeni stanovované rychlosti. 4

2.9.4.2 Meznirychlost

Mezni, nebo-li limitni rychlost, se dfive oznacovala jako Vmax, tedy rychlost
maximalni. Vyznam mezni rychlosti spociva ve vztahu k rychlostni konstanté k.. V oblasti
saturace substratem, kde reakéni rychlost dosahuje meznich hodnot a reakce je vzhledem
k substratu nultého fadu nastavd, ze mezni (limitni) rychlost je faktorem limitujici rychlost

enzymatické reakce. Proto plati, Ze:

Pokud je zndma molarni koncentrace enzymu [E],, je moiné z naméfenych
hodnot limitni rychlosti V urcit rychlostni konstantu k.. Konstanta k. vyjadfuje
molekulovou (molarni) aktivitu enzymu, ve starSi literatufe oznacovanou jako Cislo
premény. Molekulovd aktivita enzymu uddva pocet molekul (moll) substratu,
preménénych za optimalnich podminek, za jednu sekundu jednou molekulou (jednim

molem) enzymu.

Ze vzorce pro vypocet limitni rychlosti mizeme neptimo stanovit koncentraci
enzymu. V praxi se s takovym stanovenim mnozstvi enzym( setkdvame velmi casto.
Naopak primé stanoveni koncentrace enzymu je kvali pfitomnosti interferujicich protein(
sloZité, az by se dalo fici nemozné. Vyjimkou je pfipad, kde je vyuzita vyrazna fyzikalni
vlastnost enzymu (napf. barevnost kofaktoru). Kinetickym uréenim aktivity enzymu se
jeho koncentrace (mnozstvi) stanovi tak, Ze se za znamych podminek (teplota, pH, slozeni
smési apod.) pfida k enzymu vhodny substrat. Analytickymi metodami se urci Ubytek
vzniklého produktu za jednotku ¢&asu, tudiz pocatecni rychlost pfemény substratu. Pokud
je dostacujici koncentrace substratu a enzym je substratem zcela nasycen, pak reakce bézi
meznou rychlosti V. Limitni rychlost reakce je poté pfimo umérna koncentraci enzymu.

Tato zavislost je patrnd z matematického vyjadfeni pro vypocet mezné rychlosti. 4
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2.9.4.3 Jaky ma vliv koncentrace substratu na rovnici Michaelise a Mentenové
Pokud se koncentrace substratu vyskytuje v nizkych hodnotach, plati tedy [S] <
Kj. Plati, Ze se Casovy prubéh reakce fidi rovnici 1. fadu a dochazi k redukci rovnice

Michaelise a Mentenovéna: 12

v= %j] = konst.[S]

Pokud se vSak koncentrace substratu vyskytuje ve vysokych hodnotdch, plati, Ze

[ST > K. Reakce se Fidi kinetikou 0. fadu a rovnice nabyva tvaru: 12

V[S]
v=—+-=V = konst.

S]

Pohybuje-li se koncentrace substratu mezi hodnotami 0,01 Km < [S] < 100 Km plati,

Ze se rovnice Michaelise a Mentenové fidi smiSenou kinetikou nultého a prvniho fadu. 2

2.9.4.4 Nedostatky rovnice Michaelise a Mentenové

Rovnice Michaelise a Mentenové vsak obsahuje nékolik nedostatkl(. Rovnice se
zakladd na predstavé, ze meziprodukt (komplex ES) se rozpadd pfimo na produkt (P) a
enzym (E). Objevy vsSak dokazali, Ze jde o vicestupfiovou preménu obsahujici nékolik
komplexnich meziproduktll. Mechanismus takovychto déji je vSak obtizné kineticky
popsat. Rovnice bere v potaz pouze pocatecni rychlost reakce a kinetiku nejjednodussich
a méné se vyskytujicich reakci jednosubstratovych. Rovnice nebere do Uvahy zpétny
rozpad produktu. | pres tyto nedostatky se rovnice Michaelise a Mentenové pouziva jako

nejlepsi kineticky vztah v enzymologii. 4

2.10 Fyzikalni a chemické vlastnosti ovliviiujici rychlost

enzymatické reakce

Na rychlosti enzymatickych reakci se podili celé Fada faktord. 2

2.10.1 Vliv teploty

Obecné plati, Ze se vzrustajici teplotou stoupa i kineticka energie molekul, dochazi
k vyssSimu poctu jejich srazek a chemicka reakce se tim urychluje. Nejinak je tomu i u
enzym(, avSak u nich se uplatiuji i jiné vlivy. Teplota, za niZ enzymova reakce probiha, ma
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vliv na afinitu enzymu k substratu, rychlost Stépeni komplexu enzym-substrat (E-S),

stabilitu enzymu, pH pufrd, ionizaci funkénich skupin. 2

S rostouci teplotou tedy vzrlstd i rychlost reakce. Pfi narlstu teploty o 10°C se
dvakrat az ctyrikrat urychli celad reakce. Tuto zdkonitost nazyvame van’t Hoffovo pravidlo.
JelikoZ jsou enzymy bilkovinné povahy, s rostouci teplotou dochazi k inaktivaci enzymu.
Van’t Hoffovo pravidlo plati pro vétsi ¢ast enzym pfi teplotach od 10 °C do 40°C. Aktivita
enzymu razantné klesa pfi vyssich, ¢i nizsich teplotach. 1° Bilkovinna &ast totiz nasledné
denaturuje a nékdy muze dojit i k odstépeni kofaktoru. PlUsobeni téchto protichlidnych
jevu vznikd kfivka s maximem tzv. optimalni teplotou enzymu. Na poloze maxima ma vliv
postup pfi méreni (doba, po kterou reakce probiha pfi jednotlivych teplotdch) a jeho
termostabilita. S krat$i dobou inkubace vzrista optimalni teplota, nebot se tolik
neuplatfiuje proces tepelné inaktivace. % Krat$i doba inkubace miZe mit vliv na jednotlivé
slozky, protoZe se vlivem nedokonalé vodivosti skla Uplné neprohteji. Enzymy se lisi
v citlivosti za zmény teploty. Tento jev se vyuZiva pfi analyze smési enzymua. 1!

w teplotni optimum

g At 2

L. Y
-~
e
P

100 — 7

50

Jo il e iy

|

30 40 50 60 70 80 °C

Obrazek 7: Optimalni teplota vybraného enzymu !

Optimalni teplotu enzym( Ize snadno porovnat s optimalni teplotou bunék.
Existuji vSak urcité vyjimky. Napftiklad u teplomilnych mikrobl Zijicich v termdlnich
pramenech. U nich jsou enzymy nejspiSe tepelné izolovany specificky vybavenou
bunéénou membranou. | u stejnych enzym( ve stejném organismu nalézame rozdily
v hodnotdch jejich optimalni teploty. Laktdtodehydrogenasa pfitomna v jatrech savcu jevi

vys$Si nachylnost na zménu teploty na rozdil od téhoz enzymu v srde¢nim svalu. Zavislost

chovani enzymu za urcitych teplot omezuje oblast existence urcitych organisma. Valna
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¢ast bunék nemlZe existovat pfi teplotach vysSich nez 45°C, rovnéZ jako pfi nizkych
teplotach. Rychlost enzymatickych reakci, tedy i metabolismu, se méni dle zmén teploty i
dalSich ciniteld v okoli. Napfriklad v zimé se metabolismus nékterych organism( zpomaluje
a7 k hodnotdm, kdy nastava hibernace. Clovék, stejné tak jako dal3i Zivo€ichové s fizenou
teplotou téla si udrzuji rovnomérnou teplotu. Teplota téchto ZivoCichl muize byt

ovlivnéna chorobami, latkami zpUsobujici hore¢ku — nap¥. pyrogeny. !

2.10.2 Vliv pH
Aktivita enzymQ velmi zavisi na pH prostfedi. 7 Enzymy jsou pfeci bilkovinné
povahy a pro bilkoviny je typicky amfoterni charakter. * Tercialni struktura bilkoviny je do

znacné miry zaloZena na iontovych a vodikovych vazbach. 2

Aktivitu enzymu v zavislosti na koncentraci H* fidi protonovatelné skupiny. Jedna
se o skupiny, které jsou obsazeny v aktivnich centrech a rovnéz o molekuly celé rfady

substratl. Stupen protonace skupiny ovliviiuje reakci enzymu se substratem. 4

Aktivita enzymu je nejvyssi pouze v urcitém intervalu pH. Mimo tento interval
aktivita enzymu vyrazné klesda. Aktivitu enzymu Ize regulovat zménou jeho pH, stejné tak
jako k tomu nejspise dochazi v burikach. 4 Interval, pFi kterém je aktivita enzym( nejvyssi,
je prevainé mezi pH 5 — 7. Nicméné nékteré enzymy maji tento interval vyrazné

posunuty. U pepsinu, enzymu travici soustavy, je to pH 2, naopak u arginasy 9 — 10. !

Tabulka 5: pH optima vybranych enzymu 1©

nazev enzymu pH optimum
pepsin 1,5-25
sacharasa 3,5-5,5
vétsina enzymu 6,0-7,0
trypsin 7,5-10
pankreaticka stava | 8,0
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Na tom, Ze aktivita enzymu je vyraznd pouze v Uzkém intervalu pH, maji vliv tyto

faktory:

extrémni hodnoty pH — dochazi kiverzibilnim zméndam bilkovinné struktury
v enzymu
2. ionizace substratu

3. disociace vazebnych skupin 2
Pfi vyneseni aktivit enzymu do grafu za raznych hodnot pH je vysledkem

zvonkovity kfivka s maximem. Hodnota, kdy je pH v maximu kfivky se oznacuje jako pH

optimum, event. optimalni pH. 2

Pepsin

Tryesin

Relativni aktivita
Relativni aktivita

oH

Obrazek 8: Zavislost aktivity enzymu na pH ©
K analyze zavislosti aktivity enzymu na pH je jako dalsi metoda moiné pouzit

uréeni aminokyselin, které napomahaji katalytickému puasobeni enzym( v aktivnim
misté. 2
2.10.3 Dalsi faktory ovliviiujici aktivitu enzymii

1. mnoiZstvi substratu

S rostoucim mnozstvi substratu roste i rychlost enzymy katalyzovanych reakci. Reakce

se zrychluje do té doby, nez se obsadi vSechna aktivni mista.

2. mnoizstvi enzymu
S rostoucim mnozstvi enzymu pfimo umérné roste i rychlost enzymatické reakce,

pokud je dostate¢né mnoZstvi substratu. >

32



3. iontovasila
4. pritomnost jednotlivych efektord (inhibitory, aktivatory), - viz. dalsi kapitola

5. relativni permitivita 4
2.11 Aktivace a inhibice enzymii

Enzymatickd reakce muZe byt ovliviovdna i pusobenim nizkomolekularnich
sloucenin, ¢i iontd v bunééném prosttedi. > Tyto latky se nazyvaji efektory. 4 Plsobi-li latky
na rychlost reakce pozitivné, tedy zvySuji katalyticky ucinek, jednd se o aktivatory
zpUsobujici aktivaci. Je-li tomu naopak a latky snizuji katalyticky ucinek, jednad se o
inhibitory zpGsobuijici inhibici. > Efektory se déli na pfirozené a nepfirozené. Pfirozené jsou
béznymi slozkami bunék a podilejicich se na metabolismu. Neptirozené efektory jsou

obsaZeny v léCivech, kde pfevaziné inhibuji uréity enzym. 4

2111 Vliv aktivatora

Jako aktivaci enzymu chapeme obecné proces, jenz napomdha ke zvySeni
katalytické aktivity enzymu, aktivaci neaktivniho enzymu (proenzymu). Aktivace mlze byt
zpUsobena odstranénim inhibitoru (opak aktivatoru) ¢i pripojenim koenzymu. Tyto efekty

se vyuZivaji pfiizolacich enzym( z biologického materidlu. 2

Aktivatory jsou latky, zvysSujici katalytické ucéinky enzymu, aniz by se ucastnily
reakce. Aktivatory plsobi predevsim alostericky. Snadnéjsi formace aktivniho centra nebo
aktivdtorem. Aktivatory plsobi na kooperaci podjednotek enzymu, ktery ma kvartérni
strukturu. Jako aktivatory chapeme hlavné kationty kov( s protonovym dcislem 11 — 30.
Kationty kovl s vy$sSim protonovym cislem funguji jako inhibitory (iverzibilni). PGsobeni
kationtll je zmapovano vice nez aniontli, kvuali technickym potizim. Mezi organické
aktivatory fadime organické fosfaty a nukleotidy. 2 Zndmé aktivatory amylas jsou ionty Cl-,

enzymu premériujicich ATP jsou ionty Mg2+ a peptidasy ionty Mn?*, Zn?* a Co?*. 16

Vsechny tyto latky se vazi reverzibilné. Jsou mozné i aktivace enzymového

proteinu upravenim jeji kovalentni struktury. 2
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Aktivace mUze probihat rGznymi zpUsoby:
1. Rozstépenim peptidového fetézce proenzymu nebo odstépenim peptidu.
Al G s. G
10)— 007 + S22

proenzym aktivni enzym

Obrazek 9°

2. Tvorbou S-S vazeb mezi postrannimi fetézci Cys se odkryva aktivni centrum a

muUzZe se tak vazat se substratem.

e

hydrogensulfid aktivni e"zy"?‘

Obrazek 10°

3. Vytvoreni komplexu skovovymi ionty. lon usnadniuje vazbu enzymu se

substratem, eventudlné vytvari aktivni misto.

oL@

— A ——

N

Obrazek 11 °

4. Alosterickym ucinkem efektoru.

efektor

podjednotka

Obrazek 12°

2.11.2 Inhibice

Jak samotny fecky plvod slova napovida (inhibeo — brzdim), tak inhibitory jsou

latky zpomalujici enzymatické reakce. Tento typ efektor( je velmi ¢asty a z chemického
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sloZeni se vyskytuje v rlznych podobach. Jednd se o ionty, anorganické i organické latky.

Tyto latky se shoduji v afinité k nékteré z enzymatickych reakci. 2

Inhibitory méni strukturu molekuly, coZ sniZuje katalyticky uc¢inek enzymu, nebo
plsobenim na aktivni centrum se substratem snizuji rychlost enzymatické reakce. Dalsi
moznosti jak snizit rychlost reakce je, Ze inhibitor nepUsobi pfimo na enzym, ale inaktivuje
komplex enzym — substrat (E-S). 4

Inhibitory maji vSak i pozitivni Ucinek. Svij vyznam maji v mediciné pfi [écbé
rakoviny a pfi transplantacich, v enzymologii pfi diagnostickych metoddch, hygiené nebo v

zahradnictvi a zemédélstvi. 4

Enzymatické reakce ovlivnéné inhibitory mohou udavat tzv. ,stupen inhibice” (i) :

V— V;

i =
v

Kde v oznacuje rychlost neinhibované reakce a vi rychlost reakce inhibované.

V rlznych zdrojich najdeme dalsi déleni inhibice. A to na klasicky nekompetitivni,

akompetitivni, kompetitivni a smiseny nekompetitivni typ inhibice. 4

Vztah mezi inhibitorem a enzymem je charakterizovan inhibiéni konstantou K. Je

to disocia¢ni konstanta komplexu enzym —inhibitor (El).

E+1->El
[E1.11]
K= TEm

O jaky typ inhibice se jednd, lze posoudit dle zavislosti Ul na é o rlznych

koncentracich inhibitoru. 12

Z pevnosti vazby mezi inhibitorem a enzymem, tedy zda jde inhibici lehce rusit
napriklad dialyzou, vytésnénim inhibitoru kofaktorem nebo substratem, délime inhibici na

ireverzibilni a reverzibilni. 2
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2.11.2.1 Ireverzibilni inhibice
Pokud inhibitory vytvari s enzymem komplex enzym — inhibitor (E-I) a aktivitu
enzymu tak nevratné blokuji, nazyvaji se ireverzibilni, tedy nevratné inhibitory. Nej¢astéji

se na enzym vazi kovalentné a upravuji (modifikuji) funkéni skupiny. ©

Disocia¢ni konstanta nevratné reakce, pfi které vznika komplex enzym — inhibitor,
je prakticky rovna nule. Kineticky jde o jednoduchou situaci, nebot se kazdym dalsim
pridanim inhibitoru snizuje i aktivita enzymu v dasledku snizujici se ho aktivniho enzymu.
Reakce s ireverzibilnimi inhibitory se vyuziva pfi identifikaci skupin v aktivnim misté. 2
Ireverzibilni inhibice se wvyuZivd u bojovych latek, kde dochazi k inhibici enzym
z nervovych tkani. Jelikoz se méni koncentrace enzymu, nefidi se tato reakce rovnici

Michealise a Mentenové. °

2.11.2.2 Reverzibilni inhibice

Inhibitor je vdzdn k enzymu slabymi interakcemi. Vratné inhibitory vypovidaji o
struktufe aktivniho mista i o substratové specifité enzymu. Uplatiuji se pfi regulaci
metabolismu a jejich podstata je vyuzivana i v medikamentech. Inhibice lze popsat rovnici

Michaelise a Mentenové. ®

Existuji 3 hlavni druhy reverzibilni, tedy vratné inhibice. Jedna se o:
- kompetitivni
- nekompetitivni
- akompetitivni inhibici.

Musi vSak byt zachovana podminka, Ze se inhibitor vaze rychle a vratné na enzym ¢i

na komplex enzym — substrat. 2

2.11.2.2.1 Kompetitivni typ inhibice

Kompetitivni inhibitory se natolik podobaji svoji strukturou strukture substratu, ze
enzym nerozezna, o jakou latku se jedna. Enzym tak vytvari komplex s kompetitivnim
inhibitorem, namisto tvorby komplexu enzym — substrat (E-S). Komplex s inhibitorem je

inaktivni a nepfemériuje se tak na produkty. Enzym je inhibovén. 4

Komplex enzymu s inhibitorem je vSak reverzibilni. Pokud je ve smési pfitomen

substrat, soutézi s inhibitorem o aktivni misto na enzymu. Nasledné je déj zavisly na
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koncentraci latek ve smési a jejich afinité k enzymu. 4 Vliv inhibitoru na enzym lze zcela
vytésnit zvySenim koncentrace substratu. !© Inhibitor neovliviiluje meznou rychlost

(V=V"), ale zvySuje Km (K'm > Km). 4

Kompetitivni inhibice nastava i v pfipadé, Ze inhibitor soutézi s koenzymem o

pFislu§né vazebné misto na povrchu molekuly. 4

-t

(1]
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1

kompetitivni ik
Al

Obrézek 13: Kompetitivni inhibice ©
2.11.2.2.2 Nekompetitivni typ inhibice
Pfi nekompetitivni inhibici se inhibitor vaZze na mista, kterd nejsou vazebna pro
substrat. Neovliviiuje tak vazbu enzym — substrat, ale snizuje rychlost reakce, tedy rychlost
tvorby produktd. Inhibitor se mlze vazat na funkéni skupiny nebo méni konformaci
enzymu, jeZ neni ovlivnéna vazbou enzymu se substratem, a inaktivuji tak enzym. ?
Michaelisova konstanta (K'm = Ku) se vlivem inhibitoru neméni, avsak sniZuje se mezna

rychlost enzymatické reakce (V'< V). Obdobné funguje mnoho pfirozenych inhibitor( a

vykonadvaji tak dileZité regulaéni funkce pfi metabolickych pfeménach.*

v [

A
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Obrazek 14: Nekompetitivni inhibice ©
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2.11.2.2.3 Akompetitivni typ inhibice

Akompetitivni inhibitory se nevdii na volné enzymy, avSak na komplex enzym —
substrat (E-S) a inaktivuji tak enzym. Substrat méni konformaci a nedochazi ke vzniku
produktu. Tento pfipad inhibice je typicky pro vicesubstratové reakce. Inhibitor reaguje
s jinou formou enzymu, neZ se kterym reaguje substrat. 2 Na rozdil od kompetitivni a
nekompetitivni inhibice zlstava zachovan pomér mezi Michaelisovou konstantou a

meznou rychlosti, nebot dochazi k rovnomérnému snizeni obou veli¢in (K'm/Km = V'/V). 4

Jako dalsi typy moiné inhibice literatura uvadi inhibici substratem a inhibici
produktem. Pfi velkém nadbytku substratu maze dojit k situaci, kdy se na aktivni misto
enzymu navazi dvé a vice molekul substratu. Reakce se tak zpomaluje, nebo dokonce i
zastavuje. Pokud se pfi enzymatické reakci hromadi produkty, které nejsou vyuzivany do
dalSich reakci, dosahuje reakce rovnovainého stavu. Reakce se znovu rozbiha az poté co

poklesne koncentrace produktd. °

1
v

"

W

antikompetitivni

Al

Obrazek 15: Akompetitivni inhibice °
2.11.2.2.4 Alosterické enzymy
Alosterické enzymy jsou oligomery slozené minimalné ze dvou totoZznych
podjednotek. Mohou existovat ve dvou extrémnich reverzibilnich stavech. Nazyvdame je
aktivni a inaktivni. Oba stavy maji od sebe odliSnou konformaci. Jakykoli efektor nebo
substrat schopny tvofit s bilkovinou komplex se mulze vazat na jakoukoli podjednotku
enzymu. Efektor se vaze na vazebné misto pro efektor (alosterické misto) a substrat na

aktivni misto. °
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Pfi vzniku komplexu enzym - alostericky efektor, dochazi k reverzibilnim,
konformacnim zménam enzymu. Se zménou konformace se méni i aktivita enzymu (resp.
aktivniho mista). Vztah mezi alosterickym a aktivnim mistem je rozhodujicim faktorem pfi
alosterické inhibici. Alostericky prechod méni konformaci kvartérni struktury

apoenzymu. !

Alosterické enzymy napomahaji k regulaci metabolismu. Regulace probihda na

zakladé negativni nebo pozitivni zpétni vazby.
1. dva krajni stavy
2. alosterickd aktivace — vazba s alosterickym aktivatorem

3. alostericka inhibice — vazba s alosterickym inhibitorem °

Y

w -
08}

06 /

04 /

+inhibitor

02 1

3 4
Obrazek 16: Vliv alosterické aktivace a inhibice na aktivitu enzymu 2

2.12 Vyuziti enzymii v praxi

Jak jiz bylo feceno, enzymy byly vyuZzivani po tisicileti. Pfi prvnich vyrobach napoju
¢i potravin a dlouha staleti v primyslovych technologiich bez znalosti jejich existence a
funkce. 4

Nardstajici znalosti o enzymech umoznily i jejich rozvoj v béiné praxi. Celad rada
védcl a technikd spolupracovala na pochopeni problematiky enzym(, az umoznili vznik
nového oboru enzymového inZenyrstvi. Rychle se rozvijejici obor umoznil vznik procesiim
velkoobjemové kultivace mikroorganism(, jakozto zakladnu pro enzymy potirebné

v pramyslu. 2
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Primyslova vyroba a Cisténi spolu se stabilizaci enzymu z rostlinnych, Zivocisnych a
mikrobialnich zdroji jsou vysledkem bdadani. Znalosti si osvojila obrovska skala
pramyslovych vyrob, namdtkou potravinarské, textilni, papirenské nebo |ékarské.
Preparaty enzym( jsou dnes pouZivany v pekdrenstvi, syrafstvi, pivovarnictvi, pfi Upraveé
masa, ddle pak v textilnim a papirenském primysl. Stanovovani diagnéz v mediciné je

snazsi se znalosti enzym. 2

Budoucnost vyuziti enzym( je obrovska. Mluvi se o novych druzich potravin,
Cisténi odpadnich vod ¢&i dalSich postupech 1é¢by chorob. ? Jiz dnes, se muZeme
v domacnostech setkat s enzymovymi pracimi prostfedky. Praci prostfedky obsahuji lipasy
a proteasy, které stépi ,Spinu“. Ta je nejcastéji zpUsobena tuky a bilkovinami. Tyto

prostiedky viak nejsou uréené k ruénimu prani, nebot $tépi bilkoviny! 7

2121 Enzymy pri analyze a v mediciné

Svoji specifitou Ucinku se enzymy casto vyuZivaji jako analytickd cinidla. Vysoka
citlivost a rychlost jsou prednosti analytickych metod zalozenych na praci s enzymy. Jsou
proto vyuzivany pfi stanovovani latky ve smési obsahujici velké mnozstvi slouc¢enin bez
predeslé izolace. # PouZivaji se pro uréeni mnoZstvi substratd nebo uréeni enzymové

aktivity. 2

U enzymatickych reakci se méri pocatecni rychlost za soucasné kontroly teploty,
pH, iontové sily a dalsi faktor( ovliviiujici ucinnost enzymu, jak je patrné v predeslych
kapitolach. 2 Tato metoda se jmenuje kinetickd. Méné cEastou metodou je metoda

kone¢ného bodu spodivajici ve stanovovani mnoZstvi produktu po ukonéeni reakce. 4
Vyuziti enzymU pfi analyze Ize délit na:
1. stanoveni latek, jeZ jsou efektory enzymu

2. stanoveni latek, jeZ jsou enzymu substratem

w

vyuziti enzym( pro stanoveni latkové struktury

b

pfiprava vzorkd pro analyzu
5. vyuZiti enzym0 pro nepfima stanoveni 4

V mediciné ma pfi modernich klinicko-biochemickych metodach analyza pomoci

enzymU nezastupitelné misto. Pouziva se predevsim pro dva ucely. Jako analytické Cinidlo
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pfi stanovovdani diagnosticky vyznamnych latek a pfi stanovovani enzymi jakoZito

indikatorud stavu lidského organismu. 4

2.12.2 Enzymy v priamyslu
Nejvétsi vyuziti enzym0 v primyslové praxi je jednoznacné pti vyrobé pracich

prostiedkd a déle pak v koZzedélném, textilnim a potravinafském primyslu.

Tabulka 6: Pfehled nékterych primyslové vyrabénych enzym a jejich vyuZiti 4 2

Enzym Obvykly zdroj Ucinek Oblast pouziti

a-amylasa Bacillus subtilis | hydrolyza Skrobu vyroba  celulosy,
v lihovarnictvi,
odstranovani
Skrobu, textilni
pramysl

laktasa Saccharomyces | rozklad laktdzy mlékarenstvi

fragilis
lysozym vajecny bilek degradace bunéénych | oéni terapie
stén bakterii
papain lodyhy ananas | hydrolyza protein( potravinarstvi

a konzervarenstvi

penicilinacylasa

Escherichia coli

oddéleni boc¢niho retézce

vyroba penicilind

penicilin{
glukosaoxidasa hovézi jatra oxidace glukodzy na | potravinarstvi
glukonovou kys., rozklad | (proti Zluknuti
H20: tukd)
alkoholdehydrogenasa | kvasinky ethanol+NAD*<>acetaldehyd+ | stanoveni alkoholu

NADH+H*
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Mimo rozpustné enzymy se v pramyslovych technologiich pouzivaji také enzymy

imobilizované. Enzym je levnéjsi a jevi nizsi specifitu vaéi aminokyselinam. 2
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3 PRAKTICKA CAST

Praktickd cast této prace se vénuje didaktické transformaci teoretické ¢&asti.
Poskytuje uceleny soubor ptiprav pro vyuku enzym(. Téma je konstruované na 3
vyucovaci hodiny. Téma bylo uvedeno v praxi na Gymnaziu v Rokycanech v mésici Unoru

ve ttidé 3. B. Do této tfidy chodi 28 Z4k{, z toho 13 chlapct.

Na zacatku a na konci kazdé hodiny probihd opakovani v podobé Ustnich otdzek a

pred testem byla latka zopakovana prostfednictvi pracovniho listu.

Nejprve je nabizen, pro Uvod do problematiky pracovni list na vyucovaci latku,
ktera nejCastéji predchazi vyuce enzymd, a to bilkovinam. Nasledné prace obsahuje pro
vykladovou ¢dast tématu ,,Enzymy“ powerpointovou prezentaci o enzymech doplnénou
vykladem a popsanymi videi. Videa by méla prodlouzit dobu, po kterou si Zaci danou

problematiku zapamatuji, a zvysit miru pochopeni dané problematiky.

Prace obsahuje pracovni list, test na oducenou latku a laboratorni cviéeni. Testy
jsou zpracovany a graficky vyhodnoceny. Body za jednotliva cvi¢eni vtestu a celkové

hodnoceni jsou uvedeny v kapitole 3.4.1 a 3.4.2.

Slidy v prezentaci jsou rozdéleny na pouze informativni a slidy stézejni, ze kterych
si zaci musi délat poznamky a dané téma ovladat. Slidy ,informativni“ slouzi k zajimavému
rozSiteni znalosti o enzymech a v prezentaci jsou oznaceny bilymi okraji. Obdobné je
odliden i text v kapitole 3. 2. Zluté podbarveny text néleZi k informativnim slid@im,
pfipadné k rozsifujicim, nepovinnym informacim ze slidu stéZejniho. ZaleZi tak na
rozhodnuti ucitele, jak velkou dulezZitost bude témto informacim prikladat. Nepodbarveny

text nalezi ke slidiim stézejnim.
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Na nasledujicim prikladu je znazornén rozdil mezi slidem ,,informativnim® a slidem

»stézejnim“

urychleni reakce plidanim katalyzatoru
rychlost reakce ovliviiuje nékolik faktord
ace vycherzich latek

aha
ros! kterém reakce probihd
[teplota, pH. tlak)

vliv katalyzatony

3.1 Pracovni list - bilkoviny

v Zivodiinych a rostlinnych burikach
probiha velké mnoistvi reakei

reckee musi probihal ve spravrém pofadi a

ve velké rychlost
enzymy tyto reakce urychluji -
BIOKATALYZATORY
enzymy jsou bilkovinného charakteru

v nejiednoduiiich burikach se nachdzi
pfes 3 000 enzyml

Tento pracovni list je moZzno pouZit jako spojovaci ¢lanek mezi probiranou kapitolou

»Enzymy“ a pfedchdzejici kapitolu ,,Bilkoviny“.

1. Co jsou to aminokyseliny?

2. Vysvétli pojem ,esencialni aminokyseliny“.

3. Jaké jsou vlastnosti bilkovin? (5)

4. Co jeto izoelektricky bod?
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5. Pojmenuj nasledujici zkratky aminokyselin. Gly, Ala, Leu, Tyr, Asp, Cys

6. Jak se jmenuje vazba, vznikajici pfi slouceni 2 aminokyselin. + uved' ptiklad.

7. Bilkoviny se déli na a

8. Popis strukturu bilkovin.

9. Co se déje s bilkovinami, jsou-li vystaveny vysoké teploté.

10. Kde nalezneme kolagen a keratin?
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3.2 Vyklad

Slide 1, 2

Slide 1 Slide 2
[ |

]

stupni gymndzia

Autor: Be. Jakub Kral

Vedoucipréce: Mgr. MilanKle&ka, Ph.D.
&lavaci { obor: Clove firoda / Chemie

Enzymy
Biokatalyzétory

3.2.1 Katalyza
Slide 3

Katalyza je jeden ze zplsobl urychleni chemické reakce. Mezi dalsi faktory

urychlujici reakce patfti teplota, tlak, pH, koncentrace vychozich latek atd.

Slide 3
L

Katalyza

o urychleni reakce pfidanim katalyzétoru
o rychlost reakce oviivfiuje nékolik faktord:
o koncenfrace vychozich latek
o jejich povaha
o prosifedi, ve kierém reakce probind
(teplota, pH, tiak)
o vliv katalyzator

Slide 4

Katalyzator tvofi s vychozimi latkami komplex (adukt), ktery se poté rozpada zpét
na katalyzator a nové vzniklé produkty. Katalyzator pak muize vstupovat do dalsi reakce.

Prace katalyzator( probiha pfi nizkych koncentracich.

Slide 4
]

Katalyza - katalyzator

o katalyzétor: latka urychlujici pribéh reakce
o katalyzator se pii reakce neméni
o pribéh katalyzovoné reakce:
o katalyzator tvoil s vichozimi Iatkami labilni
adukty
© adukly se po reake rozpadaji na produkiy a
katalyzator

o katalyzator mize vstupovat do dalich recker
o plsobl pf relativné nizkych koncentracich
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Slide 5, 6

Ukolem katalyzatoru je snizeni aktivaéni energie znacenou Ae. Jde o jakousi
bariéru brdanici reaktantim v reakci. Katalyzator vstupuje do reakce a reaguje s jednou
z vychozich latek za vzniku komplexu, ktery ndsledné reaguje s druhou vychozi latkou za
vzniku produktd a uvolnéni katalyzatoru. Aktivacni energie u katalyzované reakce je tak
nizsi, nez u reakci nekatalyzovanych, jak je patrné z obrdzku na slidu cislo 6. Opak
pozitivniho urychleni chemické reakce je proces zvany inhibice. Inhibitor (negativni

katalyzator) aktivacni energii komplexu naopak zvysuje a vznik produktl tim tedy brzdi.

Slide 5 Slide 6
[

e aktivaéni energii (Ag)
olekuladmi reakce

Slide 7

Katalyza se déli na homogenni a heterogenni. K homogenni katalyze dochazi
zpravidla u reakci kyselin a zdsad a jsou casto urychlovany pritomnosti ionta. Je-li
katalyzdtorem jeden z produktll, jde o tzv. autokatalyzu. Pfi homogenni katalyze jsou
reaktanty i katalyzdtor ve stejné fazi. Naopak pfi heterogenni katalyze je katalyzator
v pevné fazi svelkym povrchem a reaktanty jsou plynné nebo kapalné. Jde o tzv.
kontaktni katalyzu. Jak bylo uvedeno vySe, opakem katalyzy je inhibice. Jednd se o

zpomalovani chemické reakce nejcastéji katalytickymi jedy ¢i stabilizatory.

Slide 7
]

Homogenni
kyseliny, zasady, ionty
katalyzGiory o recktanty jscu ve stejné fazi
Heterogenni
katalyzator v pevné fézi s velkym pavichem
reckianty jsou kapaliny, & plyny
Inhibice
zpomaleni reakce
stabilizatory a katalylické jedy

3.2.2 Co jsou to enzymy
Slide 8
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Ve vSech burnkdch se uskuteénuje obrovské mnoiZstvi reakci za kratkou dobu a
reakce na sebe navazuji. Reakce proto musi byt urychlovany, neboli katalyzovany. Tuto
Cinnost vykonavaji pravé enzymy. JelikoZz katalyzuji reakce v Zivych organismech,
nazyvame je biokatalyzatory. Enzymy jsou budto jednoduché nebo sloZené proteiny,
bilkoviny. Jejich pocet se odhaduje na miliardy a védci tvrdi, Ze i v nejjednodussich

bunkach se vyskytuje az 3 000 neunavné pracujicich enzyma.

Slide 8

v sivoditnych a rostinnych buikach
probiha velké m

enzymy tyto rec
BIOKATALYZATORY
enzymy jsou bilkovinného charakteru

Slide 9

Enzymy, rovnéz jako chemické katalyzatory snizuji aktivacni energii Ae. Dochazi

k zeslabeni vazeb mezi reagujicimi molekulami a k jejich vzajemnému pfiblizeni. Enzymy
také neovliviiuji rovnovaziné sloZzeni, nebot urychluji reakci v obou smérech. Jak jiz bylo
uvedeno, enzymy katalyzuji reakce v organismech pfi metabolismu, kde je vysoky narok
na kvalitu. Nesméji vznikat zadné vedlejSi produkty. Jelikoz se enzymy v organismech

tvofrily, zdokonalovaly a formovaly nékolik miliard let, jsou efektivnéjsi nez chemické

katalyzatory.

Slide 9
I

enzymy snizuji A
dochdzi k zeslabeni vazeb a pfiblizeni
maleku
enzymy neovliviuji sloZeni rovnovaing
smési
pouze urychluji reakci ob&ma sméry
enzymy byly tvofeny miliardy let, prate
jsou UEINN&JE, nez umélé katalyzatory

Slide 10

1. Reakce probihd za mirnéjSich podminek. Pti teplotach mezi 20 — 40 °C,

neutralnich hodnotach pH a za atmosférického tlaku. Posun pH do kyselych ¢i
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zasaditych hodnot je typicky pro ¢innost enzym( trdvici soustavy (pepsin,
trypsin). Umélé katalyzatory vyZzaduji ¢asto velmi narocné podminky (teplota,
tlak, pH).

2. Enzymy jsou Ucinnéjsi. Rychlost chemickych pfemén je mnohem vyssi neZ rychlost
pfemény nekatalyzované reakce a o nékolik radud vyssi nez reakce s umélym
katalyzatorem. Pfi enzymatickych reakcich nedochazi k objemovym zménam.

3. Enzymatické reakce se daji snadno regulovat. Jejich katalytické schopnosti
neovliviiuje substrat, ale pfitomnost jinych sloucenin.

4. Enzymy jevi znacnou substratovou specifitu a tvofi specifi¢téjsi produkty. Urychluji
preménu pouze urcitého substratu (substratova specifita) a reakce probihd pouze
urcitym zpusobem (specifita Ucinku). Ne vSechny enzymy maji stejny stupen
specifity. Nékteré reaguji pouze s urcitym substratem, kdezto jiné enzymy vstupuji
do reakci slatkami obsahujici urcité strukturni znaky. Reakce madlokdy tvofi

vedlejsi produkty.

Slide 10

enzymatické reakce:

3.2.3 Historie enzymii
Slide 11

Jak je ztabulky patrné, prvni zminky o enzymech pochdzi z 18. stoleti, kdy byl
popsan ucinek travicich stav. Prvnim popsanym enzymem byla amylasa obsazena ve
sladu, a to roku 1814. Dale pak amylasa ve slinach a zaludecni proteasa pepsin v letech
1830 - 1840. J. Berzelius popisoval vyskyt katalyzovanych reakci v rostlinach a zivocisich
roku 1834. Popisoval katalytickou schopnost sladu Stépit Skrob. Drive byly biokatalyzatory
nazyvany fermenty, jelikoZ se odhadovala jejich Ucast v rozkladnych fermentacnich déjich
v prirodé a pfi vyrobé potravin a napoji. Nazev ,enzym*“ je pouZzivan az od roku 1878, kdy

jej tak pojmenoval W. Kiihneho (z reckého en zyme — v kvasnicich).
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Vyznamnym objevem enzymologie byla teorie komplementarity, se kterou priSel roku
1894 E. Fischer. Podle néj probiha enzymaticka reakce v malé oblasti molekuly enzymu.
Enzym dle Fischera fungoval jako zdmek a kli¢. S podobnou predstavou pfrisel i V. Henry,
ktery tvrdil, Ze se pfi enzymové reakci tvori jako meziprodukt komplex enzym — substrat.

Kinetiku jednosubstratovych reakci popsali v roce 1913 E. Michaelisem a M. Mentenovou.

Bilkovinnou povahu enzymU dokdzal az roku 1926 J. Sumner tim, Ze vykrystaloval
enzym ureasu. Ureasa katalyzuje hydrolyzu mocoviny na oxid uhli¢ity a amoniak. Dalsi
enzymy vykrystalizoval Northrop mezi léty 1930 — 1936. Jednalo se o pepsin,
chymotrypsin a trypsin. Ze maji enzymy bilkovinnou povahu, predpoklddal jiz roku 1840 J.

von Liebig, i témér o 40 let pozdéji M. Traube.

Slide 11
[

18, stoleti popsaniucinku travicichitav

1814 popséniprvning enzymu (amylasa ve sladu]

1830-40 popsanaamylasave slingeh azaludedni
proteasa pepsin

1834 Berzelius popis katalyzovanych déjl v restlindch a
Hivolitich

1878 W, Kilnne nézev Enzym", diive se nozyvalyfermety

1894 E. Fischer teorie komplementarity - teorie zamku a kiige
(huili V. Henry)

1913 E.Michaelsa  popsanikinetiky jednosublrélovich reakel
"
Mentenova

1926 1. Sumner dikaz bilkovinné povahy enzymi [fusil i J
won Liebig a M. Traube|

1930-36  Northrop wykrystalizovalpepsin, chymofrypsina frypsin

Od objeveni bilkovinné struktury enzymu zacaly byt zkoumany spolecné s chemii
bilkovin. Dnes je detailné popsano pres 3000 enzym(. Velkd cast znich byla
vykrystalizovana nebo izolovana v Cisté formé i diky pokroku techniky. Poznatky ziskané
ze studia chemie bilkovin pomohly popsat prostorovou strukturu a mechanismus

plUsobeni enzyma.

Slide 12
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3.2.4 Nazvoslovi a Kklasifikace
Slide 13

Dfive byly enzymy pojmenovdvany trividlné, dle funkce, kterou zastdvaly
v organismu, s koncovkou — in (napf. trypsin, pepsin, chymosin apod.). J Duclaux na konci
19. stoleti zacal pridavat koncovku — asa. Nazvy enzym( se tvofily podle substratu, ktery
enzym katalyzoval (proteasa, lipasa, amylasa), nebo dle charakteru reakce (hydrolasa,

oxidasa, transaminasa,...).

Slide 13

nazvoslovi se tvofilo die:
aného substratu (profeasa, lipasa,

[hydrolasa, oxidasa, fransaminasa)

Slide 14

JelikoZ narlstal pocet objevenych enzym(, komplikovalo se jejich pojmenovavani.
Stavalo se, Ze pro jeden enzym existovaly dva nazvy a k jednomu ndzvu byly pfifazovany
dva enzymy. Roku 1961 zavedla Mezindrodni unie biochemie (IUB) jednotnou
nomenklaturu. Kijiz zavedenym trividlnim nazvim zavedla systémové nazvoslovi.

Nazvoslovi se tvofilo dle zasad:
1. Nazev a zatazeni enzymu se stanovuje dle reakce, kterou enzym katalyzuje.

2. Nazvy enzyma jsou pouzity pouze pro jednotlivé enzymy, nikoli pro pojmenovani

systému s vice enzymy.

3. Enzymy jsou rozdéleny dle typu reakce a ndzvu substratu do skupin.

y. &i naopak
nie biochemie) stanovila
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Slide 15

Enzymy se podle typu katalyzované reakce déli do Sesti hlavnich tfid, které se dale

déli.
Klasifikace Typ katalyzované reakce
1. Oxidoreduktasy oxidacné-reduk¢ni reakce
2. Transferasy prenos funkcnich skupin
3. Hydrolasy hydrolyza
4. Lyasy eliminace skupin za vzniku dvojnych vazeb
5. lzomerasy izomerace
6. Ligasy tvorba vazeb spojend s hydrolyzou ATP
Slide 15
1
Slide 16

1. Oxidoreduktasy

katalyzuji oxidaéné redukéni procesy

- jedna se o jednu z nejpocetnéjsich trid

- povahou jde o sloZzené bilkoviny

- substratem je donor vodiku nebo elektron(

- oxidoreduk¢ni

déj je uskutecnén prenosem

atomu  vodiku

(transhydrogenasa, ¢i dehydrogenasa), nebo elektron( (transelektronasa)

- déleni na podtridy dle funkénich skupin donord, na které pasobi

- klasifikace na principu ,,donor : akceptor — oxidoreduktasa (dehydrogenasa,

oxidasa)”

- zjednoduseny princip: Ared + Box € Aox+ Bred
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- priklad reakce: ethanol + NAD* = acetaldehyd + NADH + H*

Slide 16
I

Oxidorekutasy
katalyzuji oxidad
jedna z nejp:

& redukéni déje
Sjsich tid

slozené bilkoviny
substratem je donor vodiku nebo elektron(
oxidoredukéni déj je uskuteénén pfenosem atomu
vodiku, nebo elektrond

klasifikace na principu ,,donor : akceptor -
oxidoredukiasa ([dehydrogenasa, oxidasa)*

zjedn: seny Acg B AL +Boy
piiklad reakce: ethanol + NAD* — acetaldehyd +
NADH + H*

Slide 17

2. Transferasy
- prenos funkénich skupin (-CHs, -NH, atd.) v aktivované formé zjedné
slouceniny (donoru) na jinou slouceninu (akceptor)
- Ucastni se biosynthetickych déju
- opét pocetna skupina enzyml
- chemickou povahou se jedna o sloZzené bilkoviny
- déleni do podtfid dle charakteru prenasenych skupin
- klasifikace na principu , donor : akceptor — pfenasena skupina transferasa“
- zjednoduseny princip: A-B+C > A+ C-B
- priklad reakce: hexosa + ATP - hexosa-® + ADP

Slide 17
=

Transferasy
prenos funkEnich skupin (-CHs, -NH,, atd.)
\ vované formé z donoru na akceptor
Jcastni se biosynthetickych déjo

skupina enzymu
é bilkoviny
jonor : akceptor -

+A+C-B
+» hexosa-® + ADP

Slide 18
3. Hydrolasy
- katalyzuji hydrolytické Stépeni vazeb (napf. amidové, glykosidové,
peptidové, esterové)

- pocetna skupina enzymi
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- povahy jednoduchych bilkovin

- déleni do podtfid podle typu Stépenych vazeb

- systémovy ndzev tvoren ,substrat-odstépend skupina hydrolasa“
- zjednoduseny princip: A-B + H,O - A-H + B-OH

- priklad reakce: glycerol-tristearat +3H,0 - glycerol + kyselina stearova

Slide 18
Hydrolasy
katalyzuji hydrolytické stépeni vazeb (napf

amidové, . glykosidové, peptidové, esterové)
pocetr

jedr
pu §tépenych vazeb

Jbstrat-oditépend

>: A-B +H,0 — A-H + B-OH
erol-tristearat +3H,0 — glycero
+ kyselina stearova

Slide 19

4. Lyasy
- §tépi vazby C-C, C-0O, C-N a dalSimi zplGsoby neZ oxidaci a hydrolyzou
- vjednom sméru plsobi na dva enzymy, avsak v opacném pouze na jeden
- prindseji, nebo odstépuji malé molekuly do substratu (H.0, NHs, atd.)
- malo pocetna skupina enzym
- povahy sloZzenych bilkovin
- déleni do podtiid dle typu Stépenych vazeb
- systémovy nazev ze dvou slov ,,substrat-skupina lyasa“
- zjednoduseny princip: A-B <> A+B
- priklad reakce: (COOH), - HCOOH + CO;

Slide 19
[

systémovy ndzev ze dvou slov ,substrat-skupina
lyasa"

zjednoc of
priklad reakce: (COOH), —+ HCOQOH + CO,
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Slide 20

5. lzomerasy

Slide 20

Izomerasy

presuny

Slide 21

6. Ligasy

pfesuny atomu a jejich skupin v jedné molekule

nejméné pocetnd skupina enzymu

vétsSinou povahy jednoduchych bilkovin

déleni do podtfid dle typu vytvarené izomerie

klasifikace na principu ,substrat-déj-izomerasa“, kdy déj charakterizuje
reakci

zjednoduseny princip: A-B-C <> A-C-B

pfiklad reakce: fumarat - maleat

katalyzuji slouceni dvou molekul za souéasného hydrolytického Stépeni
difosfatu v ATP

malo pocetna skupina povahy slozenych bilkovin

v trividlnich ndzvech se ¢asto oznacuji jako synthetasy

déleni do podtrid dle typu vznikajicich vazeb

systémovy ndazev tvoren ,X-Y-ligasa tvorici ADP“, kdy X a Y zastupuje
spojované molekuly

priklad reakce: X +Y + ATP = X-Y + ADP + P;
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Slide 21
—

Ligasy

o katalyzuji slouceni dvou molekul za sou¢asného
hydrolytického 3tépeni difosfatu v ATP

o mdlo pocetnd skupina povahy slozenych bilkovin

o v frividinich ndzve se casto oznacuji joko
synthetasy

» systémovy ndzev tvoren , X-Y-ligasa tvorici ADP*,
kdy X, Y zastupuje spojované molekuly

i o piiklad reakce: X + Y + ATP — X-Y + ADP + P,
TH i

Slide 22

Enzymy jsou dnes oznacovany dvéma nazvy a ¢tyfmistnym kédem. Doporuceny

nazev se nejcastéji shoduje s trividlnim ndzvem a je nejhojnéji vyuzivan v béziné praxi.

Systematicky nazev se tvofi dle dfive stanovenych zasad a ctyfmistny kéd popisuje

zarazeni enzymu do jedné ze Sesti hlavnich tfid, nasledujicich podtfid, skupin a podskupin.

Cislo odpovida zafazeni enzymu v klasifikaci EC (Enzym Commission).

Nazvoslovi je patrné z nasledujicich ptikladu.

Slide 22

o enzymy jsou oznacovany dvéma nézvy a
Etyrmi Cisly
o doporuceny ndzev (Easto trividini, pro
béznou praxi)
o maticky nazev (k presnému
enovani enzymu)

nistny kéd - zafazeni enzymu v hiavni
fiidé, podfiidé, skuping a podskuping

o Cislo kédu odpovidd zafazeni enzymu v
Klasifikaci EC (Enzyme Commission)

Slide 23, 24

Slide 23

Piklad:
o doporuéeny ndzev

Slide 24
__|§

(S)-laktat:NAD*-oxidoreduktasa
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3.2.5 Struktura enzymu
Slide 25, 26

Jak jiz bylo receno, enzymy jsou jednoduché i slozené bilkoviny, s castéjSim
vyskytem sloZenych. Jednoduché bilkoviny jsou samoziejmé pouze bilkoviny, jde o jednu

slozku, kdezto slozené bilkoviny jsou dvouslozkové.

Dvouslozkové enzymy jsou tvoreny bilkovinnou a nebilkovinnou slozkou. Ta
bilkovinnd slozka se nazyva apoenzym a urCuje substratovou specifitu. Tedy
charakteristiku enzymu, protoZe katalyzuje reakce s pravé uréenymi substraty.
Nebilkovinnd slozka enzymu se nazyvd kofaktor. Kofaktor urcuje, jaké produkty budou
pfeménou vznikat. M4 tedy specifitu Ucinku a prenasi skupiny, elektrony nebo celé
atomy. Nejéastéjsi kofaktory jsou ionty kovd K*, Mg?*, Zn?*, Fe?*, Cu®*, pfipadné sloZité;si

organické molekuly. Jde o esencidlni latky a Clovék je tedy pfijima v potravé. Svoji

strukturou Uzce souvisi s vitaminy, jak je patrné z tabulky na slidu cislo 26.

Jsou-li kofaktor s apoenzymem navdazany slabé, jednd se o koenzym. Ten je
pfitomen pfi chemickych déjich katalyzovanych enzymem. Pokud jsou vazany pevnou
kovalentni vazbou, jednd se o prosthetickou skupinu. Prosthetické skupiny umoznuji
katalytickou funkci enzymu. Koenzym sapoenzymem tvofi komplex holoenzym,

kompletni fungujici enzym.

Slide 25 Slide 26

vinnd s subshdatovd specifital
APOENZYM + KOENZYM = HOLOENZYM

Slide 27

Cést enzymu kde probiha enzymova reakce, se nazyva aktivni misto. Vyskytuji se
zde presné prostorové rozmisténé funkéni skupiny, jeZz jsou postrannimi retézci
aminokyselinovych zbytkd. Skupiny se pfi tercidlnim zraseni polypeptidickych fetézcl
dostavaji blizko k sobé a interaguji se substraty. Jeden enzym muzZe mit vice aktivnich

mist.
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Slide 27

Slide 28

Kofaktory oxidoreduktas jsou pritomny pfi redukénich déjich, béhem kterych se
podileji na prenosu elektront nebo vodiku. Nejzndmé;jsi jsou
nikotinamidadenindinukleotid (NAD*) a nikotinamidadenindinukletidfosfat (NADP*).
Funkce téchto kofaktorll spociva v reverzibilni vazbé vodiku, ktery je predan nebo

odebran substratu:
redukovany substrat + NAD* <>oxidovany substrat + NADH + H*
redukovany substrat + NADP* ¢<>oxidovany substrat + NADPH + H*
K dalsi kofaktorim patfi také flavinmononuklid (FMN) nebo flavinadenindinuklid (FAD).

Slide 28
]

Kofaktory oxidoreduktas
i n se podilejl na pfenosu vadiku

inukleotid (NAD*)
niketinamidadenindinukletidfosfat (NADP*)

redukovany substrat + NAD* —oxidovany substrat +
NADH + H

redukovany subsirat + NADP* «oxidovany subsirat +
NADPH + H*

Slide 29

Kofaktory transferas jsou pfitomny pfi pfenosu celych molekul i skupin z donoru
na akceptor. Jedna se o pomérné pocetnou skupinu. Fosfatové skupiny prendseji enzymy,

obecné znamé jako kinasy. Obsahuji ATP, ktery reaguje nékolika zpUsoby:
1. prenos fosfatového zbytku ® za odstépeni adenosinmonofosfatu (AMP)

ATP +S (substrat) > S ~ ® + ADP

2. prenos difosfatového zbytku za odstépeni adenosinmonofosfatu (AMP)
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ATP+S—>S~ ® ~ ® + AMP

Funkce podobné jako ATP mohou mit i jiné nukleotidy — guansintrifosfat (GTP),
uridintrifosfat (UTP), cytidintrifosfat (CTP) — kde je adenin nahrazen guaninem, uracilem,

cytosinem.

Koenzym A (CoA) prenasi acyly, ze kterych je nejvyznamnéjsi zbytek kyseliny
octové. Tzv. aktivni kyselina octova, nazyvand acetylkoenzym A (acetyl-CoA), ma

neodmyslitelné misto v pribéhu fady metabolickych pfemén.

Slide 29
1

Kofaktory transferas
i se pfenosu malekul i skupin z doneru na

3.2.6 Izolace enzymii
Slide 30

Pro izolaci a ¢isténi enzymU je dllezité mit na paméti, Ze enzymy maiji bilkovinnou
povahu. A jak bylo fec¢eno v minulych hodindach, prace s nimi je obtizna ve smyslu udrzeni

vhodné teploty a dalSich faktora.

Vyuzivd se metod obdobnych jako u izolace bilkovin. Postup izolace je sledovan na
méreni aktivity. Enzymy se nejdrive rozrusi, nej¢astéji se tak déje homogenizaci a mletim.
Extrakce probiha nejcastéji alkoholem (butanolem). Dale lze vyuzit tlumivych roztok
nebo vody. Nerozpusténé zbytky mulzieme oddélit centrifugaci, nebo |épe filtraci.
Oddéleni nejmensich frakci probiha tepelnou denaturaci, tedy temperaci na 50 az 60°C po
dobu 5 az 15 minut. DalSim zpUsobem je frakéni vysolovani siranem amonnym, jenz je

velmi dobre rozpustny a nedenaturuje bilkoviny.
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Slide 30

bilkevinng povahal

3.2.7 Méreni aktivity enzymii
Slide 31

Aktivita enzymu je schopnost enzymu katalyzovat pfreménu substratu v produkt.
Urcuje se mérenim spotieby substratu, nebo mnozstvi vznikajiciho produktu za jednotku
Casu. Enzymy se vyskytuji volné i vazané, pficemz vazané vykazuji vyssi aktivitu. Poc¢atecni
rychlost se fidi rovnici Michaelise a Mentenové. Rychlost enzymatické reakce se stanovuje
jako mnoiZstvi preménéného substratu za cas, protoze Cas, ktery je potfebny k promichani
slozek, neni nikdy nulovy. Takto se vSak urcuje pouze v oblasti, kdy je rychlost linedrni
s ¢asem, jak je patrné z obrazku na slidu 31.

DuleZitou soucasti méreni aktivity enzymu je temperace (cca 30°C) 5 az 10 minut,
vsech reakénich sloZzek ve smési, nebot rozdilné teploty slozek smési by ovlivnily méfeni.
Pipety s jednotlivymi slozkami se pfi zahajeni reakce vyfukuji, aby byl ¢as co nejkratsi.
Reakce se ukoncuje nejcastéji denaturaci apoenzymu, vlivem pH, inhibitoru, nebo
zfedénim.

Stanoveni aktivity enzym( zjednodusuji instrumentdlni analytické metody

(optické, elektrochemické, titracni).

Slide 31 Slide 31
1 |

aktivita enzymu = schopnaost katalyzovat aktivita enzymu = schopnost katalyzovat
preménu substratu v proadukt pfeménu substratu v produkt
méfi se: mef se:

sledovéanim spotfeby substrétu im spoffeby substratu

m mnoZsivi vznikiého produktu za X
wl jednotku &
pfed méfenim aoktivity se viechny sloZky

temperuji {cca 30°C) 5 aZ 10 minut
Jkonceni reakce se pro enaturaci
bilkavinné slozky (pH. inhibitor)

1 mnoistvi vznikiého produktu za
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3.2.8 Jednotka enzymové aktivity
Slide 32

Drive se aktivita enzymu vyjadfovala nejriiznéjsimi smluvenymi jednotkami, ¢asto
vychazejicimi ze zplsobu méreni. Az roku 1961 pfisla Mezindrodni unie biochemie (IUB)

se sjednocenim jednotek.

Jako jednotka enzymové aktivity byl zaveden 1U (unit). Unit je aktivita enzymu,
ktera za optimalnich podminek (pH optimum, 30°C) urychluje (katalyzuje) pfi nasyceni
substratem pfeménu 1 pumol substratu za 1 minutu.

Nicméné od roku 1972, v souvislosti zavedeni soustavy Sl, se zacala pouZivat nova
jednotka - 1kat (katal). Katal je aktivita, kterd pfeméni, za optimalnich podminek (pH

optimum, 30°C) 1 mol substratu za 1 sekundu. V praxi se vSak vyuZivaji jeho zlomky.

Pfevod mezi starou a novou jednotkou je: 1 U = 16,67 nkat.

Slide 32

VE
1U=16,67 nkat

3.2.9 Enzymova kinetika
Slide 33

Enzymatické reakce mizeme délit dle poctu substratt:

Reakce jednosubstratové jsou nejjednodussimi enzymovymi reakcemi - jediny
substrat se preménuje na jediny produkt. Tento jev je béZny pro izomerasy, avSak obecné
nejsou jednosubstratové reakce pfilis ¢asté. DalSim pripadem muze byt rozklad jednoho

substratu na dva produkty, cozZ je typické pro lyasy.

Reakce dvousubstratové jsou nejéastéjSim typem enzymatické reakce - dva
substraty se nejbézinéji méni na dva produkty. Reakce jsou typické pro transferasy,

oxidoreduktasy nebo lyasy. Ty ale tvori pouze jeden produkt.
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Do tfisubstratovych reakci vstupuji tfi substraty. Dva substraty se sluuji v jeden

produkt a zbyvajici substrat se stépi na dva produkty. Tyto reakce jsou typické pro ligasy.

Slide 33
| —

Slide 34, 35

Znovu bychom si méli pfipomenout, Ze enzymy urychluji chemické rekce a snizuji

aktivacni energii, cozZ je opét patrné z obrazku na slidu ¢islo 35.
Studium enzymové kinetiky ma v biochemii neodmyslitelnou dilezitost, nebot:

1. K pochopeni dlleZitosti, role a funkce enzymu pfi metabolismu doslo v souvislosti
se studiem kinetiky enzymatickych reakci.

2. Studium kinetiky enzymovych reakci se podilelo na tom, Ze mlze byt urcena
vazebna afinita substratd a inhibitord k enzymu a maximalni katalyticka rychlost
enzymu.

3. Katalyticky mechanismus enzymU byl vysvétlen pozorovanim zmény rychlosti

enzymatické reakce s reakénimi podminkami.

4. Podstatna ¢ast studia kinetiky enzymu je zakladem mnoha enzymatickych testa.

Enzymatické reakce neprobihaji vidy stejnou rychlosti, protoze zalezi na podminkach,

za kterych reakce probih3, ale touto latkou se budeme zabyvat pozdéji.

Slide 34 Slide 35
1 1]

Katalytické pisobeni enzymu

enzymy:
uryehluji dosaZent rovnovéhy mezi subsirdaty
a produkty
snizuji aklivagni energi
neovliviuj rovnovainé slozent smési

E¢S == ES==E+P

¢i1 @ ¢3
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3.2.9.1 Pribéh enzymatické reakce
Slide 36, 37

Brown pfiSel s tvrzenim, Ze enzymaticka reakce se sklada ze dvou elementarnich

reakci.

Nejprve reaguje enzym (E) se substratem (S), ktery se vaZze na aktivni misto. Vznika

komplex enzym-substrat (E-S), ze kterého vznikaji prislusné produkty a ptivodni enzym.

Slide 36 Slide 37

o enzym (E) reaguje se substratem (S)
tvoii se komplex enzym-substrat (ES)
o komplex se rozpadd na produkt (P) a enzym (E)
o reakce probihd v AKTIVNIM MISTE
o substrat a aktivni misto = ki€ a zamek
Rovnice Michaelise a Mentenové

Slide 37 Slide 37

Rovnice Michaelise a Mentenové matematicky vyjadfuje saturacni krivku, kterd
napomahd kinetickému zpracovani mechanismu enzymatické reakce. Saturacni kfivka

popisuje rychlost chemické reakce, nebot znazorriuje syceni enzymu substratem.

Rovnice Michaelise a Mentonové:

Vs
" T Ku + 18]

-V = limitni rychlost

- Kwm = Michaelisova konstanta

63



Michaelisova konstanta je koncentrace substratu, pfi které probihd enzymova reakce za

polovi¢ni maximalni rychlosti V.

kgt

Ky X
1

Slide 38

Koncentrace enzymu je v zavislosti na pocatecni rychlosti linedrni, je-li

koncentrace substratu konstantni a méni se slozeni enzymu.

Slide 38

Koncentrace substratu je v zdvislosti na pocatecni rychlosti hyperbolicka, je-li

konstantni koncentrace enzymu a méni se mnoiZstvi substratu.

Slide 38

3.2.10 Faktory ovliviiujici aktivitu
Slide 39

Rychlost enzymatickych reakci je ovliviiovana celou fadou faktorl. Teplotou, pH,

mnozstvim substratu a enzymu, aktivaci a inhibici.
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Slide 39

teplota

pH

mnoZstvi substratu

mnostvi enzymu

aktivace

inhibice |

3.2.10.1 Teplota
Slide 40, 41

Se vzrlstajici teplotou prostredi, ve kterém reakce probiha, dochazi k vyssimu
poctu molekulovych srazek a rychlost reakce se zvysuje. U enzym( se teplota podili na
celé radé dalSich jevu: vliv na afinitu enzymu k substratu, rychlost stépeni komplexu

enzym-substrat (E-S), stabilitu enzymu, pH tlumicich roztoku a ionizaci funkénich skupin.

Pokud se teplota, pfi které reakce probiha, zvysi o 10°C, celd reakce se dvakrat az
Ctyrikrat urychli. Tento jev se oznacuje jako tzv. van’t Hoffovo pravidlo. JelikoZ jsou
enzymy bilkovinné povahy, mize dojit az k denaturaci apoenzymu. Enzymy jevi nejvyssi
aktivitu pfi teplotdch 10 - 40°C a v dUsledku nasledné denaturace jejich aktivita klesa.
Graficky znazornénou zavislosti aktivity enzymu na teploté vznika zvonkovita krivka

s vrcholem. Teplota, pfi niZ kfivka dosahuje maxima, nazyvame ,,optimalni teplota“.

Snizeni aktivity enzymU nalezneme v pfirodé u celé fady organism(. Napfiklad

metabolismus medvédu se v zimnim obdobi sniZuje az do faze hibernace.

Slide 40 Slide 41
[ ] |

3.2.10.2  pH
Slide 42, 43

Obdobné jako na teploté je aktivita enzym( zavisla i na pH prostredi. Aktivita

enzymu je nejvyssi pri uréitém pH a mimo néj klesa. Proto se zménou pH muZe regulovat
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aktivita jednotlivych enzym(, stejné tak, jak ktomu nejspiSe dochazi v burikdch
organismu. Enzymy jevi nejvyssi aktivitu nejcastéji pfi pH 5 az 7, nicméné toto neplati pro

vSechny enzymy. Jako pfiklad ndm muzZe poslouzit pepsin - enzym travici soustavy.

Pokud je zdavislost pH na aktivité enzymu zndzornéna graficky, Ize urcit tzv. pH

optimum, tedy hodnotu pH, pfi nizZ je aktivita enzymu nejvyssi.

Slide 42 Slide 43
I &
§i m’m tém pH f /\\ g r\\
ktivita klesa ; | / :“. ; \‘ Pessi
zménou pH regulace enzymu ; } /T \ % [ \
u vétiiny enzymd pH optimum 5 -7 2| \ :
3.2.10.3 MnoZstvi substratu a enzymu

Slide 44

PFi rostoucim mnozstvi substratu se zvysuje i rychlost enzymatické reakce. Reakce

se zrychluje do doby obsazeni vsech aktivnich mist.

Pfi rostoucim mnoZstvi enzymu se pfimo umérné zvysuje i rychlost enzymatické
reakce. Avsak pouze do doby, kdy je pfitomno dostateé¢né mnozstvi substratu.

Slide 44
[ ]

Mnoizstvi substratu
s rostoucim mnostvi substratu roste i
rychlost enzymy katalyzované reakce

Mnoistvi enzymu
s rostoucim mnoistvi enzymu roste i
rychlost enzymatické reakce

3.2.11 Aktivace a inhibice
Slide 45, 46

Latky ovliviujici aktivitu enzym nazyvame efektory. PUsobi-li efektory na rychlost
chemické reakce pozitivné, jde o aktivatory. V pripadé, Zze pusobi na reakci negativné, jde

o inhibitory.

66



3.2.111 Aktivace
Aktivace je proces, pfi kterém dochazi ke zvySeni katalytické aktivity a aktivaci

inaktivniho enzymu.

Aktivatory zrychluji chemickou reakci alosterickym zplUsobem. Dochdzi tedy ke
konformacéni zméné aktivniho mista nebo katalytické funkce vlivem aktivatoru. Jako
aktivatory Casto plsobi kationty kovl, které maji protonové cislo 11 — 30. Jako organické

aktivatory casto funguji nukleotidy a organické fosfaty.

Pti alosterické aktivaci se vdie aktivator na specifickou ¢ast molekuly zvanou
»alosterické misto” a modifikuje tvar aktivniho mista. To pred plsobenim aktivatoru mélo
odliSny tvar od substrdtu, a tudiz byl enzym vic¢i nému inaktivni. Po modifikaci aktivniho

mista se stal enzym aktivnim pro urcity substrat.

Slide 45 Slide 46

Akfivace
akiivétory
2vysuje ckiivitu enzymu, nebo ckiivuje
neaktivni enzym
pusobi alostericky
kationty kovrs profonovym islem 11 - 30
organické fostaty o nukleotidy

Alostericka aklivace
akfivator se véie na alostericke misto
modifikuje aktivni misto a aktivuje fak enzym

Slide 46

3.2.11.2 Inhibice
Slide 47

Negativni efektory jsou nazyvany inhibitory. Jde o latky zpomalujici rychlost
chemické reakce. Inhibitory se vyskytuji v riznych podobach od iontl, pres anorganické
latky, aZz po latky organické. Ackoli by se mohlo zdat, Ze inhibitory jsou negativni [atky, tak

maji i pozitivni Ucinky. Nejvice se jich vyuziva v mediciné.
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Slide 47

Inhibice

o inhibitory

o latky zpomalujici enzymatické reakce
raznymi zpUsaby

o vyuiiti: medicina, hygiena, enzymologie

déleni:

o Ireverzibini

o Reverzibilni

Inhibice se déli na ireverzibilni a reverzibilni.

Slide 48

Ireverzibilni inhibice jsou nevratné. Vytvareji s enzymem komplex enzym - inhibitor a

blokuji tak aktivitu enzymu. VyuZivaji se napriklad u bojovych latek ochromujici nervové

tkané.

Slide 48

Ireverzibilni inhibice

o vytvdii s enzymem komplex enzym —
inhibitor (E-1)

o nevratnd inhibice

o kovalentni vazba a modifikace aktivniho
mistal

o vyuiiti: enzymalogie, bojove latky

Reverzibilni inhibice je

inhibice vratnda a neni tedy definitivni. Je soudasti

metabolickych procest a hojné se vyuzivd v medikamentech. Vratnd inhibice se déli na 3

zakladni typy. Inhibice kompetitivni, nekompetitivni a akompetitivni. DalSimi typy vratné

inhibice jsou alostericka a inhibice substratem ¢i enzymem.

Slide 49

Slide 49

Reverzibilni inhibice

o vratnd inhibice

© inhibifor se vaze k enzymu slabymi interakcemi
o vyulitiv léCivech

délent:

© kompetitivni

© nekompetitivni

o akompetitivni

o closterickd

o inhibice substrdtem, &i produktem
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3.2.11.2.1 Kompetitivni inhibice
Slide 50, 51

Jak jiz ndzev napovida, dochazi k soutézi. K soutéZzi mezi substratem a inhibitorem
o aktivni misto. Inhibitor se svoji strukturou natolik podoba strukture substratu, ze s nim
enzym vytvari komplex. Substrat tak soutéZi s inhibitorem, ktery z nich dfive zapadne do
aktivniho mista enzymu. Pokud substrat prohraje a do aktivniho mista zapadne inhibitor,

enzym se stava inaktivnim.
Inhibici Ize odvratit zvySenim koncentrace substratu.

Slide 50 Slide 51
1 e m
Faktory ovliviujici aktivitu Kompetitivniinhibice

Kompetitivni inhibice
o inhibitory se strukturou podobaji substratu ‘ b

o enzym tvoii komplex s
inhibitorem=inaktivace

inhisitor
o inhibitor soutéZi se substratem o aktivni |

misto
o zrudeni zvyienim kencenfrace substratu

Slide 51 Slide 51
___ ¢ e

titivni inhibice Kompetitivni inhibice

3.2.11.2.2 Nekompetitivni inhibice
Slide 52

Inhibitor se pfi nekompetitivnim zpUsobu inhibice vaze na jind mista, nez se vaze
substrat. Nema tedy vliv na vazbu enzym — substrat, avSak snizuje celkovou rychlost
reakce. Inhibitor se vaze na funkéni skupiny, pfipadné méni konformaci enzymu, ¢imz jej

inaktivuje.
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Slide 52
|z

Faktory ovliviujict aktivitu
Nekompetitivni inhibice

o inhibitor se véie misto nevazebné pro
substrat

o neoviiviuje vazbu enzym-substrdt, ale
zpomaluje tverbu produktd

o inhibitor miZe ménit konformaci
enzymu=inaktivace |

3.2.11.2.3 Akompetitivni inhibice
Slide 53, 54

Inhibitory nenapadaji volné enzymy, kdezto napadaji az komplex enzym — substrat

a inaktivuji ho. Substrat v dlsledku pusobeni inhibitoru méni konformaci a nevznikaji

zadné produkty.

Slide 53
s

Faktory ovliviujict aktivitu

Akompetitivni inhibice
o inhibitory se neva# na voné enzymy, ale na
komplex enzym-substrat = inaktivace

o substrat méni konformaci a nevznikaji
produkty

3.2.11.2.4 Alosterickd inhibice

Efektor, vtomto pripadé alostericky inhibitor, se vazie na alosterické misto
v molekule enzymu, za vzniku komplexu enzym — inhibitor, a modifikuje tak tvar aktivniho
mista. PUvodné bylo aktivni misto strukturné pfizplsobené pro zapadnuti substratu a
vzniku patticného komplexu E - S. To je vSak po modifikaci aktivniho mista neproveditelné

a enzym se stava inaktivnim.

Slide 53 Slide 54

Faktory ovlivaujici aktivitu Alostericka inhibice

Akompetitivni inhibice

o inhibitory se nevaz na volné enzymy, ale na ‘
komplex enzym-substrat = inaktivace —_substrat

o substrat méni konformaci a nevznikaji
produkty ‘

aktivni
A

Alostericka inhibice ‘

oinhibitor se vaze na alosterické misto

o vznika komplex enzym-alostericky inhibitor |4l I s

© méni se konformace akfivniho mista " ./

o substrat nezapada do aktivniho mista
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Slide 54 Slide 54
o e e

|

3.2.11.2.5 Inhibice substrdtem a enzymem
Slide 55

Dalsimi typy inhibice je inhibice substratem a inhibice produktem.

Je-li substrat ve velkém nadbytku, mlZe nastat situace, Ze se na aktivni misto
enzymu navazi dvé a vice molekul substratu. Reakce se zpomaluje, ptipadné uplné

zastavuje.

Hromadi-li se pti enzymatické reakci produkty bez dalsiho wvyuZiti dalSimi
reakcemi, dosahuje reakce rovnovazného stavu a nebézi tedy ani na jednu stranu. Znovu

se rozbiha aZ poté, co poklesne koncentrace produkt(.

Slide 55
I -

Inhibice substratem
velky nadbytek substraty
na ckfivnimisto enzymu mohou vazat dvé a vice
molekul subsiratu
reakce zpomaluje nebo zastavuje
Inhibice produktem
hromadi produkty
ty nejsou vyuz

v do daliich reakel

reakce dosahuje rovnovéiného stavu
reakce se znovu rozbiha af pe poklesu
koncentrace produktl

e EE———

3.2.12 Vyuziti v praxi
Slide 56

Enzymy se vyuzivaly jiz pfi prvnich vyrobach napoji ¢i potravin a dlouha staleti

v primyslovych technologiich, i kdyZ nebyla znama jejich existence a funkce.

Rychle se rozvijejici obor enzymologie umoznil vznik procesim velkoobjemové

kultivace mikroorganismu, jakoZto zakladnu pro enzymy potrebné v primyslu.

Objevy enzymologie si osvojilo mnoho pramyslovych vyrob: potravinarské,

textilni, papirenské nebo |ékaiské, pekarenstvi, syrarstvi, pivovarnictvi. Dale se vyuZivaji
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pfi Cisténi odpadnich vod (i lé¢bé chorob. Dnes se vdomacnostech setkavame
s enzymovymi pracimi prostfedky, které obsahuji lipasy a proteasy Stépici ,,Spinu”. Ta je
nejcastéji zplsobena tuky a bilkovinami. Tyto prostfedky vSak nejsou urcéené k ru¢nimu

prani, nebot stépi bilkoviny!

Slide 56

clove

ki e
veteringmi a humanni medicing
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3.3 Pracovni list - enzymy

1. Zapis katalyzu teoretické bimolekularni reakce A + B katalyzatorem K.

2. Homogenni katalyza je

a) zpomaleni reakce.

b) katalyzator a reaktant jsou v jiné fazi.

c) katalyzator a reaktanty jsou ves tejné fazi.

d) koncentrace vychozich latek.

3. Charakterizuj enzymy minimalné péti fakty.

Své tvrzeni zdavodni.

5. Spoj spravné dvojice
Sumner
Michaelis a Mentenova
Fischer
Berzelius

Kihne

Enzymy jsou méné X vice efektivnéjsi, nez chemické katalyzatory (nehodici Skrtni).

popis katalytickych déja v rostlinach a Zivocisich
teorie zamku a klice

nazev , Enzym“

popsani kinetiky jednosubstratovych reakci

dlkaz bilkovinné povahy enzyma
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6. Vyber a popis jednu ze Sesti hlavnich skupin enzym + zapis reakci.

7. Dopln tabulku.

kofaktor
apoenzym

pevné navazany kofaktor na apoenzym
koenzym

apoenzym + koenzym

misto kde se vaze substrat na enzym
katal

snizuji AE, urychluji dosaZzeni rovnovahy,

neovliviuji rovnovazné slozeni smési
aktivatory

vratny typ inhibice

nevratny typ inhibice
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8. Jak nasledujici faktory ovliviuji aktivitu enzymt?

teplota -

pH -

mnozZstvi substratu -

mnoiZstvi enzymu —

9. Co muZeme z nasledujiciho grafu vycist ve spojitosti s reakéni energii?

katalytické pusobeni enzymu

Ea> Eags) + Eags)

energie / Ea = aktivaéni energie

AE

reakéni koordinata

E+S= ES—E+P

10. Nasledujici schéma naznacuje.
a) alosterickou aktivaci
b) alosterickou inhibici
c) kompetitivni inhibici

d) prubéh enzymatické reakce



Do ramecku s Cisly prifad’ spravnou dvojici.

11.

a) aktivni misto

b) komplex enzym-substrat
c) enzym 2x

d) produkt 2x

e) substrat

Nasledujici schéma naznacuje.
a) alosterickou aktivaci

b) alosterickou inhibici

c) kompetitivni inhibici

d) pribéh enzymatické reakce
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Do ramecku s Cisly pfifad’ spravnou dvojici.

12.

a) aktivni misto

b) substrat

c) enzym

d) alosterické misto

e) inhibitor

Nasledujici schéma naznacuje.
a) alosterickou aktivaci
b) alosterickou inhibici
c) kompetitivni inhibici

d) pribéh enzymatické reakce
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Do ramecku s €isly pFifad’ spravnou dvojici.

a) aktivni misto

b) substrat

c) enzym 2x

d) inhibitor

13. Nasledujici schéma naznacuje.

a) alosterickou aktivaci

b) alosterickou inhibici

c) kompetitivni inhibici

d) pribéh enzymatické reakce
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Do ramecku s Cisly pfifad’ spravnou dvojici.
a) aktivni misto
b) substrat
c) enzym
d) alosterické misto
e) aktivator

14. V jakych odvétvi priamyslu se vyuzivaji enzymy?
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3.4 Test

-A-
Enzymy - zavérecny test
jméno:

trida:

1. Enzymy urychluji chemické reakce v Zivych organismech, proto jsou oznacovany

jako.

a) kyseliny

b) biokatalyzatory
c) zdsady

d) sacharidy

2. Mezi pfednosti enzymatické katalyzy oproti chemickym katalyzatoriim patfi.

a) nevznikaji vedlejsi produkty, jsou pomalejsi, probihaji za vysokych teplot

b) vznikaji vedlejsi produkty, jsou rychlejsi, probihaji za mirnéjsich teplot

c) nevznikaji vedlejsi produkty, jsou rychlejsi, probihaji za mirnéjsich teplot

d) nevznikaji vedlejsi produkty, jsou pomalejsi, probihaji za mirné;jsich teplot

3. Spoj spravné dvojice.

1) Transferasy

2) lzomerasy

3) Hydrolasy

4) Lyasy

5) Oxidoreduktasy

6) Ligasy

a) hydrolyza

b) tvorba vazeb spojend s hydrolyzou ATP

c) oxidacné — redukcni reakce

d) eliminace skupin za vzniku dvojnych vazeb
e) izomerace

f) prenos funkénich skupin
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4. Transferasy charakterizuje.

a) prenaseji atom vodiku

b) stépivazby C-C

c) presunuji atomy a skupiny uvnitf molekuly
d) prenos funkénich skupin

Slozka dvouslozkového enzymu nesouci specifitu tcinku je.
a) kofaktor, bilkovinna slozka enzymu

b) kofaktor, nebilkovinna slozka enzymu

c) apoenzym, bilkovinna slozka enzymu

d) apoenzym, nebilkovinnd slozka enzymu
Prosthetickou skupinu chapeme jako.

a) kofaktor pevné navazan na apoenzym

b) kofaktor pevné navdzan na aktivni misto
c) kofaktor slabé navdzan na apoenzym

d) kofaktor slabé navazan na aktivni misto

Latky aktivujici inaktivni enzymy a urychluji tak reakci nazyvame.

a) inhibitory

b) aktivatory

c) koenzymy

d) holoenzymy

Enzymy se v praxi vyuzivaji.

a) pivovarnictvi, automobilni primysl, mlékarenstvi
b) textilni primysl, enzymové praci prasky, Zelezarny
c) medicina, enzymové praci prasky, textilni primysl

d) automobilovy pramysl, textilni primysl, medicina
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9. Nasledujici schéma naznacuje.
a) alosterickou aktivaci
b) alosterickou inhibici
c) kompetitivni inhibici

d) prubéh enzymatické reakce

Cisla ve schématu znaéi.
a) 1 - aktivni misto, 2 —enzym, 3 — aktivator
b) 1-enzym, 2 — produkt, 3 — aktivator
c) 1-aktivni misto, 2 — alosterické misto, 3 — aktivator

d) 1 - aktivni misto, 2 — enzym, 3 — inhibitor
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10. Nasledujici schéma naznacuje.
a) alosterickou aktivaci
b) alosterickou inhibici
c) kompetitivni inhibici

d) prubéh enzymatické reakce

Cisla ve schématu znaéi.
a) 1 - aktivni misto, 2 —enzym, 3 — substrat
b) 1-enzym, 2 — produkt, 3 — aktivator
c) 1 - aktivni misto, 2 — alosterické misto, 3 — aktivator

d) 1-substrat, 2 —enzym, 3 — produkt
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Enzymy — zavérecny test

jméno:

trida:

1. Enzymy urychluji chemické reakce v Zivych organismech, proto jsou oznacovany

jako.

a) kyseliny

b) sacharidy

c) zasady

d) biokatalyzatory
2. Mezi faktory ovliviujici aktivitu enzymu patfi.

a) teplota, koncentrace substratu, ¢as

b) pH, teplota, mnoZstvi vodikovych mustk(

c) koncentrace substratu, pH, inhibitor

d) aktivator, inhibitor, ¢as
3. Nasledujici schéma naznacuje.

a) alosterickou aktivaci

b) alosterickou inhibici

c) kompetitivni inhibici

d) prubéh enzymatické reakce

84



Cisla ve schématu znaéi.

a) 1 - aktivni misto, 2 —enzym, 3 — substrat

b) 1-enzym, 2 —inhibitor, 3 — aktivator

c) 1-substrat, 2 — alosterické misto, 3 — aktivator

d) 1-substrat, 2 —alosterické misto, 3 — inhibitor
4. Hydrolasy charakterizuje.

a) hydrolytické stépeni vazeb

b) sStépivazby C-C

c) presunuji atomy a skupiny uvnitf molekuly

d) prenos funkénich skupin

5. Slozka dvouslozkového enzymu nesouci substratovou speficitu je.

a) kofaktor, bilkovinna slozka enzymu
b) kofaktor, nebilkovinna slozka enzymu
c) apoenzym, bilkovinna slozka enzymu

d) apoenzym, nebilkovinna slozka enzymu
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6. Koenzym chapeme jako.

a) kofaktor pevné navazan na apoenzym

b) kofaktor pevné navazan na aktivni misto

c) kofaktor slabé navdzan na apoenzym

d) kofaktor slabé navdzan na aktivni m
7. Latky zpomalujici aktivitu enzymu jsou.
a) inhibitory
b) aktivatory
c) koenzymy
d) holoenzymy
8. Spoj spravné dvojice.
1) Hydrolasy
2) Oxidoreduktasy
3) Transferasy
4) Ligasy
5) Izomerazy
6) Lyasy
9. Nasledujici schéma naznacuje.
a) alosterickou aktivaci
b) alosterickou inhibici
c) kompetitivni inhibici

d) prubéh enzymatické reakce

isto

a) eliminace skupin za vzniku dvojnych vazeb
b) izomerace

c) oxidacné —redukéni reakce

d) hydrolyza

e) tvorba vazeb spojend s hydrolyzou ATP

f) prenos funkénich skupin
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Cisla ve schématu znaéi.
a) 1 - aktivni misto, 2 —enzym, 3 —inhibitor
b) 1-enzym, 2 —inhibitor, 3 — aktivni misto
c) 1-substrat, 2 —alosterické misto, 3 — aktivator
d) 1 - substrat, 2 — aktivator, 3 —inhibitor
10. Enzymy se v praxi nevyuZivaji.
a) pivovarnictvi, medicina, mlékarenstvi
b) textilni priimysl, enzymové praci prasky, zelezarny
¢) medicina, enzymové praci prasky, textilni primysl

d) pivovarnictvi, textilni priimysl, medicina
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3.4.1 Hodnoceni testu

3.4.1.1 Oddéleni -A-
Tabulka 7: Spravné odpovédi a pocet bodt, oddéleni A

Cislo cviceni 11213 4/5/6/7|8|9 |10
Spravna opovéd | b | ¢ | 1-f, 2-e, 3-3, 4-d, 5-c, 6-b d{blalb|cl|ac|d,d
Pocet bodti 1|1 |3(pdlboduzakazdéspravné) |1 (1 |1[1|1]2 2

3.4.1.2 Oddéleni -B-
Tabulka 8: Spravné odpovédi a pocet bodt, oddéleni B

Cislo cviceni 11213 415|/6|7|8 9 |10
Spravna odpovéd |d |c |b,d|a|c |c|a | 1-d, 2-c 3-f,4-e, 5-b, 6-a c,b|b
Pocet bodti 1112 1{1|1]1]3(pll bodu za kazdé spravné) | 2 1

3.4.2 Klasifikace

Pro stupen zndmky ,vyborné” musel zdk dosahnout minimalniho poctu 90%,
»Chvalitebné” 75%, ,dobre” 50%, , dostate¢né” 33% a pro stupen ,nedostatecné” méné
nez 33%. Procenta jsou prepoctena na body, které jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Maximalni mozny pocet bodl byl 14. Zavérecného testu se zucastnilo vSech 28 Zaka (z

toho 13 chlapct a 15 divek).

Tabulka 9: Klasifikacni sSkala

Stupen znamky | vyborné | chvalitebné | dobfe | dostate¢né | nedostatecné

Pocet bodii 14-13 |12-11 10-7 | 6-5 4-0
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3.4.3 Vyhodnoceni testu
Graf 1: Celkové vyhodnoceni testu

Celkové vyhodnoceni testu

H Vyborné

B Chvalitebné

H Dobfe
Dostatecné

® Nedostatecné

Zavérecny test absolvovali vSichni Zaci 3. B (28 Zzdak(l) s relativné Uspésnym
vysledkem. 10 7Zakd napsalo test s vyslednou znamkou ,vyborné“. 8 Zzak( dostalo
vyslednou zndmku ,,chvalitebné” a stejny pocet zakl znamku ,,dobre”. Pouze 2 Zaci dostali
z testu znamku ,, dostate¢né” a zadny zdk, tedy nedosahl tak nizkého poctu bod(, aby byl

klasifikovan zndmkou ,,nedostatecné”.
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3.5 Laboratorni cviceni

3.5.1 Zavislost rychlosti stépeni Skrobu a-amylasou na pH 12

Princip: a-amylasa hydrolyticky rozklada 1, 4-a-D-glukosidové vazby Skrobu za vzniku
maltdzy. Aktivitu enzymu Ize sledovat pomoci reakce s jodem, ktera dava se substratem
charakteristické zbarveni a produkty nikoliv. Reciproké (pfevracené) hodnoty doby
potfebné k rozstépeni Skrobu, muize slouzit jako mira aktivity enzymu. Aktivita enzymu
zavisi na hodnoté pH. Pfi provedeni reakce v tlumivych roztocich o rlznych hodnotach pH

Ize urcit pH optimum.

Chemikalie: 1% roztok skrobu, 0,2 M roztok chloridu sodného, 0,1 M fosfatové tlumivé
roztoky pH — 6,0; 6,4; 6,8; 7,2; 7,6; 8,0, 0,02 N roztoku jodu (0,25g jodu se rozpusti v 5g
jodidu draselného v 6-10 ml vody a doplni se na 100 ml), roztok amylasy ve vodé (ze slin,

pfipadné ze sladu)

Postup:

Ptiprava roztoku amylasy ze slin
- vyplachnéte si usta 10 ml destilované vody po dobu 2 minut
- sliny vypustte do kadinky a jeji obsah zfiltrujte za béZného tlaku
- filtrat zfedte destilovanou vodou v poméru 1 : 5.

Urceni aktivity a-amylasy pfi rliznych pH

naredte roztok destilovanou vodou v pomérech1:1,1:2,1:3

- do 3 zkumavek napipetujte 2 ml roztoku chloridu sodného, 5 ml roztoku

Skrobu a 2 ml fosfatového pufru pH 7,2

- zkumavky vlozte do ldazné vyhraté na 37°C spolec¢né se zkumavkami

obsahujici zfredéné roztoky amylasy a temperujte 10 minut

- po vytemperovani do zkumavek pridejte 2 ml zfedéného roztoku enzymu a

slozky dlkladné promichejte

- po 3 — 4 minutach kapatkem odeberte nékolik kapek vzorku do zkumavek

obsahujici roztok jodu (2 kapky roztoku jodu ve 2 ml vody)
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- pfivzniku méné tmavého roztoku sSkrobu s jodem zkracujte dobu pridavani

- meéfi se Cas, za ktery vymizi pozitivni reakce na Skrob ve zkumavce

- idedlni zfedéni je takové, pfi kterém je reakce ukonéena do 10 minut
Vyhodnoceni:

- po urceni idedlniho zfedéni se obdobné uréi pH optimum, avsak do

zkumavek pipetujte 6 tlumivych roztokd a zfedény roztok amylasy

- obrdcené hodnoty c¢asu vynesené do grafu v zdvislosti na hodnoté pH

tlumivého roztoku vznikla kfivka, ze které bylo odeéteno pH optimum
Zaveér:
3.5.2 Aktivace a inhibice Stépeni Skrobu a-amylasou 12
Princip: Aktivita a-amylasy Stépici 1, 4-a-D-glukosidové vazby Skrobu za vzniku maltézy

zavisi na pritomnosti riznych iontd v roztoku. Aktivita je sledovana pfi reakci s jodem,

nebot s nim substrat vykazuje charakteristické zbarveni, na rozdil od produktd.

Chemikalie: 1% roztok skrobu, 0,2 M roztok chloridu sodného, 0,2 M roztok chloridu
draselného, 0,1 M fosfatovy tlumivy roztoky 7,0, 0,2 M roztok bromidu draselného, 0,2 M
roztok rhodanidu draselného, nasyceny roztok chloridu rtutnatého, 0,02 N roztoku jodu
(0,25g jodu se rozpusti v 5g jodidu draselného v 6-10 ml vody a doplIni se na 100 ml),

roztok amylasy ve vodé (ze slin, pfipadné ze sladu)
Postup:
Pfiprava roztoku amylasy ze slin
- vyplachnéte si Usta 10 ml destilované vody po dobu 2 minut
- sliny vypustte do kadinky a jeji obsah zfiltrujte za béZného tlaku
- filtrat zredte destilovanou vodou v poméru 1 : 5.
Urcéeni optimalniho zfedéni enzymu
- naredte roztok destilovanou vodou v pomérech1:1,1:2,1:3
- do 3 zkumavek napipetujte 2 ml roztoku chloridu sodného, 5 ml roztoku

Skrobu a 2 ml fosfatového pufru pH 7,0
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zkumavky vlozte do lazné vyhrfaté na 37°C spolecné se zkumavkami

obsahujici zfredéné roztoky amylasy a temperujte 10 minut

po vytemperovani do zkumavek pridejte 2 ml zfedéného roztoku enzymu a

slozky dlkladné promichejte

po 3 — 4 minutach kapatkem odeberte nékolik kapek vzorku do zkumavek

obsahujici roztok jodu (2 kapky roztoku jodu ve 2 ml vody)
pfi vzniku méné tmavého roztoku skrobu s jodem zkracujte dobu pridavani
méri se Cas, za ktery vymizi pozitivni reakce na Skrob ve zkumavce

idedlni zfedéni je takové, pti kterém je reakce ukonéena do 10 minut

Sledovani aktivace a inhibice

obdobné se pokracuje pfi sledovani aktivity a inhibice

do Sesti zkumavek napipetujte 5 ml roztoku Skrobu, 2 ml tlumivého roztoku

a do jednotlivych zkumavek 2 ml:

Tabulka 10: Rozdéleni jednotlivych slozek do zkumavek
Zkumavka | A B cC |[D E F
voda | NaCl | KCl | KCNS | KBr | HgCl
- vlozte zkumavky a nddobku s enzymem do |dzné vyhtivané na 37°C
- po 10 minutach pridejte do vSech zkumavek 2 ml enzymu rychle po sobé a
smés promichejte trubickou
- nyni zaCnéte méfit cas
- po 3 — 4 minutach kapatkem odeberte nékolik kapek vzorku do zkumavek
obsahujici roztok jodu (2 kapky roztoku jodu ve 2 ml vody)
Vyhodnoceni:

méri se cas, za ktery vymizi pozitivni reakce na skrob v jednotlivych

zkumavkach

92



- porovnanim prevracenych hodnot c¢asi se stanovi stupen aktivace
pfislusnym iontem
Zaver:
3.5.3 Stépeni sacharézy B-D-fruktofuranosidasou, zavislost rychlosti
reakce na koncentraci enzymu 12

Princip: B-D-fruktofurinosidasa urychluje hydrolytické Stépeni sacharézy na glukézu a
fruktézu (invertni cukr). Tyto cukry maji na rozdil od substratu redukéni vlastnosti, proto
je mozné pouzit ke sledovani plsobeni enzymu stanoveni, které se zaklada na redukénich

vlastnostech cukr(. Pro pfipravu enzymu je vhodné pouzit pekarské nebo pivovarské

drozdi.

Chemikalie: 10% roztok sachardzy, 0,1 M acetatovy tlumivy roztok pH 4,5, 1% hydroxid
sodny, ¢inidla pro stanoveni redukujicich cukrd dle Schoorla, roztok enzymu (20 g drozdi
se rozetre v tfeci misce spolecné s 15 g skelného prachu, po ¢astech se prida 10 ml vody a
5 minut se smés roztird. Nasledné se v nékolika davkach prida postupné 35 ml vody,

promicha se a 30 minut se necha odstat pfi pokojové teploté. Smés se nasledné Zfiltruje.)
Postup:
- do 5 zkumavek napipetujte roztoky mimo enzymu, dle nasledujici tabulky:

Tabulka 11: Navod pro pfipravu roztoku

Zkumavka A|B C|D E

sacharodza (ml) 515 5|5 5

tlumivy roztok (ml) |33 |33 |3

voda (ml) 2|115(1(05]|0

Roztok enzymu (ml) |0 |0,5|1 |1,5|2

- zkumavky a nddobku s enzymem temperujte 5 minut pfi teploté 37°C

- do zkumavky B vyfouknéte z pipety roztok enzymu, zamichejte a nechte

inkubovat
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- reakci po 15 minutach zastavte pridanim 2 ml hydroxidu

- inkubace ve zkumavkach C — E za¢ina v minutovych intervalech po sobé a 15

minutach reakce konci

- pro kontrolu nakonec do zkumavky A pfidejte 2 ml hydroxidu

obsah zkumavek promichejte a z kazdé odeberte 2 vzorky po 1 ml
Vyhodnoceni:
- ve vzorkdch se stanovi redukujici cukry dle Schoorla

- prlméry ziskanych hodnot naneste do grafu v zavislosti na mnoZstvi

enzymu
Zaveér:
3.5.4 Substratova specifita a-amylasy a sacharasy 18

Chemikalie: skrob, sachardza, kvasnice, 0,1 mol/l fosfatového tlumivého roztoku pH 7,2,

Lugollv roztok
Fehlingovo Cinidlo:
- roztok I: 40 g CuSO4.5H20 rozpustte v 500 ml vody a doplnite do 1l

- roztok Il: 200 g Seignettovy soli (vinan sodnodraselny) a 150 g NaOH

rozpustte v malém mnozstvi vody a doplrite na 1l
Postup:
pfiprava substrat(
- rozpustte 1 g sachardzy v 50 ml destilované vody
- 0,5g skrobu rozsuspendujte v tlumivém roztoku
- 5 minut povarte
pfiprava enzymu
- a) 1ml vlastnich slin zfedte 2 ml destilované vody
- b) 0,1g pekarskych kvasnic suspendujte ve 20 ml vody

vlastni pokus
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- dle nasledujici tabulky napipetujte do 6 zkumavek 0,5 ml a-amylasy a

sacharasy

Tabulka 12: Navod pro pfipravu roztok

Zkumavka 1 |2 3 (4 |5 6
amylasa(ml) |0,5|0,5 |- - - 0,5
sacharasa (ml) | - - 050505 |-
povarit - ano | - - ano | -
Skrob (ml) 2 2 2 - - -
sacharasa - - - 2 |2 2

- zkumavky 2 a 5 povarte 5 minut a nasledné pridejte 2 ml substratu (Skrob,

nebo sachardzu dle tabulky)
- veskeré zkumavky temperujte 30 minut pfi teploté 38°C
- po inkubaci rozdélte obsah zkumavek na 2 poloviny

- s prvni polovinou provedte Fehlingovu reakci (Ve zkumavce smichejte 1 ml

Fehlingova Cinidla I a Il s 1 ml vzorku a opatrné povarte.)

- s druhou polovinou provedte dikaz na pfitomnost glukdzy indikatorovym
papirkem ,Glukophan®, nasledné roztoky naredte 15 ml destilované vody a

pridejte kapku Lugolova roztoku
Zavér:

3.5.5 Zavislost aktivity a-amylasy na pH 19

Princip: a-amylasa hydrolyticky rozkladd 1, 4-a-D-glukosidové vazby sSkrobu za vzniku
maltdzy. Aktivitu enzymu lze sledovat pomoci reakce s jodem, ktera ddva se substratem
charakteristické zbarveni a produkty nikoliv. Reciproké (ptrevracené) hodnoty doby
potiebné k rozstépeni Skrobu, muize slouzit jako mira aktivity enzymu. Aktivita enzymu
zavisi na hodnoté pH. Pti provedeni reakce v tlumivych roztocich o rlznych hodnotach pH

Ize urdit pH optimum. 12 Pfi pH 4 je a-amylasa inaktivovéana. *°
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Chemikalie: 1% roztok skrobu, roztok jodu, 0,2 mol/l Na;HPOs, 0,1 mol/l kyselina

citronova

Postup:

dle nasledujici tabulky si pfipravte sadu 7 zkumavek, abyste ziskali sadu

tlumivych roztok( v rozmezi pH 5,6 — 7,8

Tabulka 13: Navod pro pfipravu roztoku

Zkumavka | Na;HPO4 (ml) | kys. citronova (ml) | pH
1 2,9 2,1 5,6
2 3,1 1,9 6,0
3 3,5 1,5 6,4
4 3,8 1,2 6,8
5 4,3 0,7 7,2
6 4,7 0,3 7,6
7 4,9 0,1 7,8
- pridejte do kazdé zkumavky 1 ml 1% roztoku Skrobu
- pfipravte enzymova preparat (0,5 ml slin zfedte 5 ml vody)
- do kazdé zkumavky napipetujte 0,5 ml zfredénych slin a vytemperujte v [azni
vyhraté na 37°C po dobu 15 minut
- po 5 minutach inkubace z kazdé zkumavky odeberte 1 ml roztoku do cisté
zkumavky
-k odebranym vzorkim pfidejte 5 mol vody a kapku roztoku jodu
- zaznamenejte zbarveni v jednotlivych zkumavkach a vyhodnotte
Zaveér
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4 ZAVER

Cilem prace bylo prostudovat dostupnou literaturu na zadané téma, které bylo

nasledné didakticky transformovano pro vyuku enzym( na vys$sim stupni gymnazia.

Prostudovanim a prehlednym rozdélenim tématu do kapitol se vénuje teoreticka
Cast. Tato ¢ast nabizi obsahlejsi informace, které vSak nebyly vyuZity v praktické casti.

Nicméné jsou nabizeny pro rozsifeni poznatkl o daném tématu.

Vysledkem préce je priprava pro vyuku enzymi na vysSSim stupni gymnazia formou
prezentace. Prezentace je obohacena o animace zndzornujici prabéh enzymatické reakce,
kompetitivni inhibici, alosterickou inhibici i alosterickou aktivaci, vytvofené autorem
prace. Pro opakovani latky jsou pfipraveny pracovni listy, které jsou aplikovany po
probrani jednotlivych ¢asti tématu v prlbéhu vyucovani, pripadné jako domaci pfiprava
zakUd. Pro uvedeni teorie v praxi slouzi laboratorni cviceni. Ta jsou vybrdna tak, aby svou
narocnosti byla pouzitelnd pro Skolni laboratofe. Hloubku a mnozstvi informaci méri

zavérecny test, ke kterému jsou vypracovany i spravné odpovédi a hodnoceni.

Prakticka ¢dst byla testovana pfi vyuce na gymnaziu v Rokycanech. Zavérecny test,
jenz méfil znalosti 28 zaka (13 chlapcid a 15 divek), byl vyhodnocen a vysledky byly
nasledujici: 10 zaka bylo hodnoceno stupném znamky ,vyborné”, 8 zaka ,chvalitebné”,

dalsich 8 zaka ,,dobre” a dva Zaci byli hodnoceni znamkou ,,dostatecné”.

Diplomova prace navic mlze slouzit jako studijni a rozsifujici material pro studenty

stfednich nebo vysokych skol.
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5 RESUME

This diploma thesis provides a comprehensive set on the topic of enzymes. The
theoretical part deals with the summary of the topic with the crucial information
obtained from the literature. The practical part is focused on the didactic transformation
of the theoretical part into the praxis, specifically on the higher level of grammar schools.
The thesis contains revision worksheets, an interpretation supported by PPP with my own
animations, test and lab exercise. The goal of the thesis was to compile the teaching

material for teachers of the higher level of grammar school.
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