Uloha 5: Uvod do enzymologie

jméno:

obor: datum provedeni:

OKRUHY K PRIPRAVE

Enzymy, klasifikace enzymi. Enzymové reakce. Substrat, produkt. Amylasova, lipasova,
proteasova, nitratreduktasova a nitritreduktasova reakce.

Navod vplném znéni plati pro obory molekularni biologie, chemie, biochemie
(pétihodinovd a sedmihodinova cviceni). Biologické obory kromé molekuldrni biologie
(tfihodinova cviceni): ¢ast A. Ucitelské kombinace (¢tyfhodinova cviceni): ¢ast A.

UuvoD

Enzymy jsou prevaziné jednoduché ¢i sloZzené bilkoviny* s katalytickou aktivitou. Enzymy
urcuji povahu i rychlost chemickych reakci a fidi vétsinu biochemickych procesu.

Zakladni slozkou enzymu jsou proteiny, na néz se velmi ¢asto vazou dalsi pridatné molekuly -
kofaktory nebo prostetické skupiny, které se podili na katalyze. Samotna enzymaticka reakce
probiha obvykle v tzv. aktivnim misté enzymu. Enzymy obvykle preménuji jeden nebo
nékolik malo substratd, a to jednim definovanym zplsobem. Aktivita enzym, spocivajici v
ovlivnéni rychlosti chemickych reakci sniZovanim jejich aktivacni energie, je zavisla zejména
na koncentraci substratu, teploté, pH a pfitomnosti aktivator( a inhibitora.

V bunkach se enzymy vyskytuji bud volné v cytoplazmé, nebo vdzané na bunécéné struktury
(membrany). K svému ucinku vyzaduji uréitou optimalni teplotu a pH.

Enzymy se déli do Sesti hlavnich kategorii:

e EC1 - oxidoreduktdzy: katalyzuji oxidacné/redukécni reakce

e EC2 —transferdzy: pfenaseji funkcni skupiny

e EC3 - hydroldzy: katalyzuji hydrolyzu chemickych vazeb

e ECA4 - lydzy: stépi chemické vazby jinym zplsobem nez hydrolyzou ¢i redoxni reakci
e ECS5 —izomerdzy: katalyzuji isomerizaéni reakce

e ECG6 - ligdzy: spojuji dvé molekuly kovalentni vazbou

*nékteré molekuly RNA mohou také vykazovat enzymovou aktivitu
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CiL PRACE

A) Travici enzymy pankreatické $tavy
Slinivka bfiSni (pankreas) je Zlaza, kterd patii mezi orgdny travici soustavy. V slinivce se
produkuje fada enzymd, z nichZ nejdulezitéjsi jsou:

e amylasy — hydrolyzuji polysacharidy, nejvyznamnéjsi je alfa-amylasa Stépici Skrob na
maltosu (stejné ucinky ma slinna amylasa)

e lipasy — hydrolyzuji tuky na glycerol a mastné kyseliny

e proteasy (predevsim trypsin a chymotrypsin) - hydrolyzuji bilkoviny na oligopeptidy,
pfipadné aZz na aminokyseliny

Souhrnné je nazyvana smés téchto enzymu pankreaticka stava, ktera je odvadéna systémem
vyvodU ze slinivky do dvanactniku. Zde se setkavaji s trdveninou predzpracovanou v zaludku
a podileji se na jejim dalSim traveni.

V uloze bude pouZivdna suspenze Pancreatinu (extrakt veprového pankreatu) nebo sliny jako
zdroj travicich enzymu a bude sledovana jejich aktivita za rGznych podminek.

Aktivitu amylasy lze sledovat jednak jako Ubytek substratu (Skrobu) — napf. detekci Skrobu
Lugolovym roztokem, jednak jako pfirtstek produktu (maltosy), napf. reakci maltosy
s Fehlingovym Cinidlem.

Aktivitu lipasy lze sledovat nejsnaze jako prirdstek jednoho z produktl — mastnych kyselin,
které méni (sniZuji) pH reakéniho prostfedi. (Okyseleni reakéniho prostiedi zaznamena
vhodny acidobazicky indikator, v této uloze fenolova cerven.)

Aktivita proteas bude v této uloze sledovdna jako ubytek substratu (bilkoviny) pomoci
biuretové reakce.

B) Bakterialni enzymy denitrifikacni drahy

Prokaryotni organismy syntetizuji nepreberné mnozstvi enzym, které se u vyssich
organismu nevyskytuji. Patfi k nim napfiklad enzymy nitratové respirace produkované
denitrifikacnimi bakteriemi - nitratreduktasa, nitritreduktasa, reduktasy oxidd dusiku
(kone¢nym produktem nitratové respirace je volny dusik). Tyto enzymy jsou obvykle
syntetizovany za anaerobnich podminek kultivace bakterii.

V uloze bude pouzZivdna suspenze anaerobné kultivovanych bakterii Paracoccus denitrificans
a sledovano plsobeni enzymu nitratreduktasy (redukuje dusi¢nany na dusitany) a
nitritreduktasy (redukuje dusitany na oxidy dusiku — oxid dusnaty a oxid dusny). Rovnéz bude
sledovan vliv antimycinu A na aktivitu nitritreduktasy.

K nejsndze detekovatelnym meziproduktim denitrifikace patfi dusitanovy anion tvofici
v kyselém prostfedi s fadou vhodnych ¢inidel barevné kopulaéni produkty. V této Uloze bude
k detekci dusitanu pouZivan sulfanilamid a N-(1-naftyl)-ethylendiamin dihydrochlorid (NED),
v jejichZ pfitomnosti poskytuje dusitan vyrazné fialovocervené zbarveni.
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PRAKTICKA CAST

A) Travici enzymy pankreatické $tavy, slinna amylasa

Material a vybaveni:

suspenze Pancreatinu (2 % vodny roztok)

60 mmol.1t Tris-Cl pufr s pfidavkem 30 mmol.1? chloridu vapenatého, pH 8,2
1 % roztok Skrobu

1 % roztok zelatiny
plnotuéné nebo polotucné mléko

LugolGv roztok

Fehlingovo Cinidlo | (roztok siranu médnatého)

Fehlingovo Cinidlo Il (roztok vinanu sodno-draselného v hydroxidu sodném)
0,1 % roztok fenolové cervené ve 20 % etanolu

10 % hydroxid sodny

1 % siran médnaty

0,2 mol.1* uhli¢itan sodny

5mol.1 kyselina chlorovodikova

5 mol.1! hydroxid sodny

zkumavky, pipety, ddvkovace,kahan a trojnoZka nebo vafric, hrnec, drZzdk na zkumavky nebo kruhovy
stojan na zkumavky, ledovd Idzen, kdadinky, Pasteurovy pipety, vortex, termostat, stopky
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EXPERIMENT 1 - alfa-amylasova reakce

Do zkumavek A a B pipetujte 1 ml Tris-pufru a 1 ml roztoku Skrobu, promichejte.

Z obou zkumavek odeberte po 0,5 ml vzorku a pridejte k nému 10 - 20 pl Lugolova roztoku
(odbér v ¢ase 0 minut). Do tabulky zaznamenejte zbarveni vzorkl po pfidani Lugolova
roztoku.

Obé zkumavky obsahujici pufr a Skrob vioZzte do termostatu temperovaného na 37 °C,
temperujte je pfiblizné 5 minut. Pak do zkumavky A pipetujte 1 ml vlastnich slin, do
zkumavky B pipetujte 1 ml destilované vody, obsah zkumavek promichejte a zkumavky
vratte do termostatu. Po 60 minutach (zkumavky obcas promichejte a vratte do termostatu)
odeberte z obou zkumavek po 0,5 ml vzorku a pridejte k nému 10 - 20 pl Lugolova roztoku
(odbér v ¢ase 60 minut). Do tabulky zaznamenejte zbarveni vzorkd po pridani Lugolova
roztoku.

Ze zkumavek A a B nakonec odeberte po 0.5 ml vzorku, pfidejte 0,5 ml Fehlingova ¢inidla | a
0,5 ml Fehlingova cinidla Il. Opatrné povarte na vodni ldzni a pozorujte, ve které zkumavce je
reakce pozitivni.

Zaznamenejte zbarveni vzorkl (pro lepsi sledovani vybarveni mizete vzorky nakapat na

sklenénou desku poloZenou na filtracnim papire, kapky vzorkd pfipadné jesté ziedte
pfikapnutim vody):

¢as (min.) | O 60 60

zbarveni vzorku po
pridani Lugolova
roztoku

zbarveni vzorku po
pridani Lugolova
roztoku

zbarveni vzorku po
Fehlingové reakci

zkumavka

A

zkumavka

B

Odpovézte:
Pozitivni reakce (tmavé — ¢erné, tmavomodré az tmavohnédé zbarveni) s Lugolovym
roztokem dokazuje pritomnost

Substratem alfa-amylasy JE ...
Jednad se latku (vysokomolekuldrni — nizkomolekularni).......cccoooeevvvevecviecviennnnn.

Produktem alfa-amylasové reakce j&/jSOU ......irieieeceeeeereee et
Jedna se latku/latky (vysokomolekuldrni — nizkomolekularni).......cccvveeceeeennnne

Alfa-amylasa patri do kategorie (skupiny) €nzymuU.........cceeeeeeveeveeveceieeeceeree e,
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EXPERIMENT 2 — lipasova reakce

Ke 20 ml mléka pridejte 10 kapek roztoku fenolové cervené a mléko opatrné zneutralizujte
0,2 mol.1? uhli¢Gitanem sodnym (asi 1 ml — nepfedavkovat!) do riZzového zbarveni.

Do dvou zkumavek A a B napipetujte po 5 ml neutralizovaného mléka. (Tyto zkumavky
budou slouzit jako referencni vzorky pro sledovani pro zmény zbarveni vzorku, v némz bude
probihat enzymova reakce.) Do zkumavky B pFidejte 0,2 ml 5 mol.1? kyseliny
chlorovodikové, promichejte (vznikd Zluté zbarveni).

Do zkumavek C, D a E pipetujte 2 ml neutralizovaného mléka.

Zkumavku C inkubujte cca 5 minut v termostatu temperovaném na 37 °C.

Zkumavku D vloZte na cca 5 minut do ledové [azné.

Zkumavku E vlozte do horké vody (ktera prosla varem — cca 80 °C).

Do zkumavek C, D, a E pridejte 1 ml suspenze Pancreatinu, obsah zkumavek

promichejte a vratte je do termostatu, resp. ledové nebo horké lazné.

Pozorujte zménu zbarveni (mléko obcas promichejte a srovndvejte jeho zbarveni

s referen¢nimi vzorky) cca 30 — 60 minut.

Odpovézte:
Zména zbarveni neutralizovaného mléka (rlizova = Zlutd) dokazuje pritomnost

Ve zkumavce C se zbarveni zménilo — nezménilo .......cuee......... AOVO: e
Ve zkumavce D se zbarveni zménilo — nezménilo .......cueeeun....... AUVO: e
Ve zkumavce E se zbarveni zménilo — nezmeénilo ......cccccu........ (o (V1776 7o R

SUDSEIrAtEM lIPASY J& ceveeeirieteee e ettt e
Jedna se latku (vysokomolekuldrni — nizkomolekularni)..........ccccuevevervecreenne.

Produktem lipasoVé reakce J&/JSOU ......cuiiiieriierieece ettt ettt v
Jedna se latku/latky (vysokomolekuldrni — nizkomolekularni).........ccevveeeuennnes

Lipasa patfi do kategorie (skupiny) enzymU.........cccoooveeeirieeiieieseeeee e
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EXPERIMENT 3 — proteasova reakce

Do kazdé ze Ctyr zkumavek A aZ D napipetujte 2,5 ml Tris-pufru a 2 ml roztoku Zelatiny.
Do zkumavky A pfidejte 0,5 ml destilované vody, do zkumavky B 0,5 ml 5 mol.1? kyseliny
chlorovodikové, do zkumavky C 0,5 ml 5 mol.1! hydroxidu sodného.

Do téchto tfi zkumavek A az C zkumavek pridejte 1 ml suspenze Pancreatinu, obsah
zkumavek promichejte a inkubujte je cca 60 minut v termostatu temperovaném na 37 °C.
Do zkumavky D pipetujte 1,5 ml destilované vody, rovnéz ji inkubujte cca 60 minut pfi
teploté 37 °C.

Biuretova reakce: Po uplynuti cca 60 minut odeberte z kazdé zkumavky 1 ml vzorku do
Cistych zkumavek A" az D, ke vzorkm pfidejte 1 ml roztoku 10 % NaOH, pridejte nékolik
kapek roztoku siranu médnatého (jeho nadbytek vadi, nebot vznikly hydroxid médnaty
prekryva svym zbarvenim zbarveni médnatého komplexu bilkoviny) a promichejte.

Pozorujte rozdily ve zbarveni jednotlivych vzork( zejména proti kontrolnimu vzorku ve
zkumavce D’. Rozdily zbarveni vyniknou pfi pohledu do zkumavek shora, proti bilému pozadi
(filtragni papir).

JestliZze nejsou rozdily ve zbarveni pozorovatelné, temperujte ptvodni zkumavky A az D
obsahujici reakéni smés dalSich cca 60 minut a znovu provedte biuretovou reakci.

Odpovézte:
Pozitivni biuretova reakce (fialové zbarveni) dokazuje pritomnost

Zbarveni vzorku ve zkumavce A ... dlvod: c.ocveeeeee
Zbarveni vzorku ve zkumavce B'.........ccouueue.e. dlvod: .o
Zbarveni vzorku ve zkumavce C'.........cccoeruene.. (o [V 170 Tc R
Zbarveni vzorku ve zkumavce D .........cccocuune.. dOvod: ..o

SUDSTIAtEM PrOtEAS J& .oveieeiecre ettt ettt sbe et eae e eereesanes
Jednad se latku (vysokomolekuldrni — nizkomolekuldrni)........ccoccevvvveerveerennenee.

Produktem proteasoVé reakce J&/JSOU .......inineeieeieeceeeeeer e eres
Jedna se latku/latky (vysokomolekuldrni — nizkomolekularni).........cccceuvee....

Proteasy patfi do kategorie (skupiny) enzymuU.......cccueveeeerivveneeneececece e
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A) Bakteridlni enzymy denitrifikaéni drahy

Material a vybaveni:

suspenze anaerobné kultivovanych bunék P. denitrificans
0,2 mol.1? fosfatovy pufr, pH 7

0,2 mol.1? jantaran sodny (pH 7)

100 mmol.1? dusi¢nan sodny

10 mmol.1'! dusitan sodny

1 % sulfanilamidd v HCI

0,1 % NED (N-(1-naftyl)-ethylendiamin dihydrochlorid)

antimycin A, roztok 1 mg/ml ethanolu

zkumavky, pipety, ddvkovace, odmérné zkumavky — objem 10 ml, stopky
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EXPERIMENT 4 — nitratreduktasova a nitritreduktasova reakce

Ve zkumavkdch A, B, C a D s objemem 5 ml smichejte vzdy 2,55 ml fosfatového pufru, 1,25
ml roztoku jantaranu a 1,125 ml vody. Pfidejte 0,125 ml suspenze bakterii P. denitrificans,
obsah zkumavek promichejte obracenim na zatku (tak, aby se zbytecné neprokyslicoval).
Zkumavky nechejte stat 20 — 30 minut pfi laboratorni teploté.

Nachystejte si ¢tyfi sady po 13 zkumavkach obsahujicich 0,1 ml roztoku sulfanilamidu.

Do zkumavky A pfidejte 0,2 ml 10 mmol.1 roztoku dusitanu sodného a obsah zkumavky
opatrné promichejte prevracenim na zatku.

Do zkumavky B ptidejte 0,2 ml 10 mmol.1? roztoku dusitanu sodného, 10 pl roztoku
antimycinu A a obsah zkumavky opatrné promichejte pfevracenim na zatku.

Do zkumavky C pfidejte 0,2 ml 100 mmol.1? roztoku dusiénanu sodného a obsah zkumavky
opatrné promichejte prevracenim na zatku.

Do zkumavky D pfidejte 0,2 ml 100 mmol.1! roztoku dusiénanu sodného, 10 pl roztoku
antimycinu A a obsah zkumavky opatrné promichejte pfevracenim na zatku.

Z kazdé zkumavky A, B, C a D ihned po promichani (je nutna spoluprdce dvou osob)
odeberte 0,2 ml vzorku a preneste jej do zkumavek obsahujicich roztok sulfonamidu (odbér
v Case 0). (Optimalni je pracovat se ¢tyfmi davkovaci - pokud nejsou k dispozici, vyménujte
na jednom ddvkovaci ¢tyfi oznacené Spicky.) Po cca 4 minutach pfidejte ke vzorkim po 0,1
ml roztoku NED.

Dalsi vzorky ze zkumavek A az D odebirejte v intervalu 5 minut (viz tabulka). Po cca 4
minutdch (tedy chvili pfed dalSim odbérem vzorkud ze zkumavek A az D) pridejte ke dfive
odebranym vzork(m obsahujicim sulfanilamid po 0,1 ml roztoku NED.

Pozorujte vznik ¢ervenofialového zbarveni (zbarveni se vyviji cca 5 - 10 minut).

Zaznamenejte zbarveni vzorkl cca 5 - 10 minut po pridani NED:

¢as 0 5 10 |15 (20 |25 |30 |35 |40 |45 |50 |55 |60

zkumavka
A

zkumavka
B

zkumavka
C

zkumavka
D
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Odpovézte:
Pozitivni reakce (Cervené zbarveni) dokazuje pritomnost 9

Sledovani aktivity nitritreduktasy:
POPIStE AEj V& ZKUMAVCE A¥: ..ottt ettt et et et steeteete et saeenes
POPISte dEj Ve ZKUMAVCE B¥: ...ttt ettt sttt e ntens

ZdUvodnéte rozdil (popiste vliv antimycinu A na aktivitu nitritreduktasy):

Sledovani spole¢ného pribéhu nitratreduktasové a nitritreduktasové reakce:
POPISte dEj Ve ZKUMAVCE CF: ..ottt sttt e e e e e n s e
PoPiSte déj Ve ZKUMAVCE D¥: ...t e e s e e r e r e

Zdavodnéte rozdil (popiste vliv antimycinu A — pro interpretaci vysledkd déja ve zkumavkach
C a D vyuZijte poznatek ziskany sledovanim déju ve zkumavkach A a B):

*Popisujte skute¢né déje v inkubaénich zkumavkach A,B,C,D (nikoliv zmény zbarveni v detekénich zkumavkach),
budto slovné nebo pomoci chemickych rovnic.

Napiste spolec¢né schéma nitratreduktasové a nitrireduktasové reakce, vyznacéte misto
plUsobeni antimycinu A: ..o

Substratem nitratreduktasy J& .o
Jedna se latku (vysokomolekuldrni — nizkomolekularni)..........ccceveveevenene.

Produktem nitratreduktasoveé reakCe J&/JSOU .......uiiicrirece ettt er e st rans
Jedna se latku/latky (vysokomolekuldrni — nizkomolekularni).........ccevveveennnes

Nitratreduktasa patti do kategorie (skupiny) enzymu.......cccccooveceeeeeiecnnennas

Substratem NItrtreduktasy J& .. et er e
Jednad se latku (vysokomolekuldrni — nizkomolekularni)........ccoevververveene.e.

Produktem nitritreduktasové reakce J&/JSOU ... iviieeieece ettt
Jedna se latku/latky (vysokomolekuldrni — nizkomolekularni).......ccccevevveveennnns

Nitritreduktasa patfi do kategorie (skupiny) enzymu........ccccoeevevevereerenevennnenn.



