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Enzymy

specifické katalyzatory chemickych pochod( v Zivych organismech

* Jednoduché 'Y 3

. enzyme enzyme
protein Q @
active site /
e Slozené ’ l @ CATALYSIS @ ] A

protein + neproteinové slozka molecule A enzyme- enzyme- molecule B
kofaktor (ATP, Fe2*, Cu 2*,Mn2*, Zn2* Se...) s - S oblex e
koenzym (NAD, koenzym Q,,, koenzym A) E+S=—ES=—EP—=—E+P
prosteticka skupina (pevné navazana) neovliviiuje slozeni smési!

(mnohé jsou derivaty vit.B)

* koncentraci molekul v reakci

* fyzikalné chemickych vlastnostech prostredi (teplota, pHD
aktivace proenzymi

* pfitomnosti modulator(

rychlost reakce zavisi na

* Oxidoreduktazy: katalyzuji oxidacné/redukcni reakce (napf. alkoholdehydrogenaza)

* Transferazy: prendseji funkéni skupiny (napfiklad methyl-, acetyl- nebo fosfatovou skupinu - kindzy)

* Hydrolazy: katalyzuji hydrolyzu chemickych vazeb

* Lyazy: Stépi chemické vazby jinym zplsobem nezZ hydrolyzou ¢&i redoxni reakci (ATP - cAMP + Pp)), syntazy
* Isomerazy: katalyzuji isomerisacni reakce

* Ligdzy: spojuji dvé molekuly kovalentni vazbou (DNA, RNA ligdzy — gen. inZenyrstvi)

Markery v lékafstvi: IM, rakovina prostaty, akutnich zanétd jater a slinivky, ...



Travici enzymy

vyluCovany extracelularné zlazami do travici trubice, stépeni velkych
slozek potravy na mensi, substratove specifické

makromolekuly ' > (monomery > resorpce
l Y }
CH,0H CH,0H
h d I 4 / (0] hemiacetal (0]
ydroliazy H /4 H H /% OH
o H S F OH H
HO OH . > HO H
o 0OH alcohol H OH
A_B + HZO 9 A_OH + B_H a-D-Glucose B-D-Glucose
Hydrolyza je rozkladna reakce, pfi které se spotfebovava voda h’;(‘;% &;0
SCH,OH SCH,O0H
2 (0] tal 2 (0] hemiacet
H IS (OH
- napt. amylaza, lipaza, pepsin, trypsin, laktaza, ATPaza,... MONGIR7ZZNNIANGIR 72
I-13 OH I—I3 02H

Maltose
a-D-glucopyranosyl-(1—4)-D-glucopyranose

Faktory ovliviujici i€innost travicich enzymu:

teplota (vyssi teplota == rychlejsi reakce, limitace: denaturace proteinu)
pH (rozdilné pH optimum enzym1)



Kategorie potravnich molekul

Sacharidy

hlavni zdroj a kratkodoba zasoba energie
polysacharidy =————————— monosacharidy
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strukturni a metabolicka funkce
proteiny == aminokyseliny

Amino acid residues a Helix

Tertiary Quaternary
structure structure

Tuky

hlavni zasobdrna energie

estery glycerolu a mastnych kyseliny == glycerol + mastné kysetiny
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Traveni sacharidu

Dutina ustni

— slinna a-amylaza (drive ptyalin)
produkovana slinnymi zlazami
Stépi polysacharidy na mensi jednotky

nestépi celulézu
optimalni teplota 37 -38 °C, ph 7.0 - 7.2

specifické plasobeni, substratem skrob, glykogen a pribuzné oligosacharidy

Pankreas

— pankreatickda a-amylaza
produkovana pankreatem do duodena.
optimalni teplota 37 -38 °C, ph 7.4

Cl

kofaktor CaZ* -

S monosacliarldy

Enzymy tenkého stfeva — ,membranové traveni“ - maltaza, laktaza, sacharaza




1  Enzymes on the luminal
surface of the small

intestine epithelial cells
digest disaccharides
inta monosacchandes.

Small intestine | Interstitial
epithelial cell fluid
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2 Monosaccharides are
absorbed into the cells
by facilitated diffusion
or by secondary active
transport with Na™,

leave the epithelial
cells by facilitated
diffusion and enter
the blood. The
bloodstream
distributes the
nutrients throughout
the body.
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CVICENI 1. IEN O X TR ER R P

, Vv . , amylaza amylaza amylaza voda voda amyldza amyldza
Traveni Skrobu slinnou amylazou
Skrob Skrob voda Skrob maltéza Skrob Skrob
pH 7.0 pH 7.0 pH 7.0 pH 7.0 pH 7.0 pH 2.0 pH 9.0
Var, inkubace inkubace inkubace inkubace inkubace inkubace
inkubace

Postupné umistéte 7 test. zkumavek do stojanku v inkubacni jednotce
Pripravte zkumavky od 1-7 s latkami uvedenymi v tabulce
Povarte obsah zkum. €. 1, nastavte teplotu inkubace 37 °C a ¢as 60min. a nechte inkubovat
Poté provedeme IKI test na pritomnost polysacharidi (Skrob) a test na pritomnost redukujicich
cukrui (glukéza a maltéza) pomoci Benedictova Cinidla
5. Postupné preneste obsah test. zkumavek 1-7 do prazdnych zkum. ve skririce, do kazdé
pridejte kapku IKI roztoku a sledujte barevnou zménu
6. Odecteni vysledk:
@ pozitivni test na skrob (pfitomnost Skrobu) = modro-¢erné zbarveni
negativni test na Skrob (neni pritomen) - zbarveni
7. Pridejte kapku Benediktova cCinidla ke zbylému obsahu test. zkumavek 1-7 a nechte vafrit
8. Odecteni vysledkl
@ pozitivni test na pritomnost glukdzy nebo maltézy—> cerveno-hnéda
prechod (obsahuje redukujici cukry, ale v mensim mnoizstvi) - zelena
@ negativni test > pavodni svétle modra

b N

Co nam zkumavky 2, 6 a 7 rikaji o pH a aktivité amylazy?

Pri jakém pH je nejvyssi aktivita amylazy?

Ktera zkumavka ukazuje, Ze amylaza nebyla kontaminovana maltézou?
Byla by slinna amylaza aktivni také v zaludku?

Jaky efekt ma var na aktivitu enzym?



CVICENI 2. ES ET ER P R OO P

; Lo , amylaza amylaza amylaza amylaza amylaza peptidaza bakterie
Traveni Skrobu a celuldzy
slinnou amylézou Skrob Skrob glukéza celuléza celuléza Skrob celuléza
pH 7.0 pH 7.0 pH 7.0 pH 7.0 voda pH 7.0 pH 7.0
Zmrazeni , inkubace inkubace inkubace inkubace inkubace inkubace
inkubace

Postupné umistéte 7 test. zkumavek do stojanku v inkubacni jednotce
Pripravte zkumavky od 1-7 s latkami uvedenymi v tabulce
Zmrazte obsah zkum. €. 1, nastavte teplotu inkubace 37 °C a ¢as 60min. a nechte inkubovat.
Poté provedeme IKI test na pritomnost polysacharidid (Skrob, celuldza) a test na pritomnost
redukujicich cukru (glukéza a maltéza) pomoci Benedictova Cinidla
5. Postupné preneste obsah test. zkumavek 1-7 do prazdnych zkum. ve skririce, do kazdé
pridejte kapku IKI roztoku a sledujte barevnou zménu
6. Odecteni vysledk:
@ pozitivni test na $krob (pfitomnost $krobu) = modro-Eerné zbarveni
negativni test na Skrob (neni pritomen) = zbarveni
7. Pridejte kapku Benediktova cCinidla ke zbylému obsahu test. zkumavek 1-7 a nechte vafrit
8. Odecteni vysledkl
@ pozitivni test na pfitomnost glukdzy nebo maltézy—> éerveno-hnéda
prechod (obsahuje redukujici cukry, ale v mensim mnoizstvi) - zelena
@ negativni test > pavodni svétle modra

b N

Ktera zkumavka znazornuje, ze celuléza nebo Skrob jsou stale pfitomny?
Jaky byl efekt zmrazeni na zkumavku ¢€.17?

Jak se lisi efekt zmraZeni od varu?

Pouziva amylaza celuldzu jako substrat? Viz vysledek ve zkumavce ¢.4.
Jaky efekt mélo dodani bakterii na traveni celuldzy?

Jaky byl efekt enzymu peptidazy ve zkumavce €. 6



Traveni proteinu

Zaludek

- pepsin

endopeptidaza Stépici proteiny na oligopeptidy az aminokyseliny

soucasti zaludecni stavy

vylucovan v inaktivni formé (pepsinogen) , aktivace kyselym prostfedim — HCI
(+ koagulace bilkovin, vstfrebavani zeleza, ...)

optimalni teplota 37 -38 °C, pH 1,5 -2

dalsi enzymy: katepsin, kaseinogen

Pankreas ]

- trypsin, chymotrypsin, karboxypeptidazy, elastaza...
vylu¢ovany v inaktivni formé do duodena (pankreaticka stava)
optimalni teplota 37 — 38 °C, ph 8 (neutralizace traveniny
hydrogenuhli¢itanem)



Di- and tripaptides
cotransport with H+

Amino acids
cotransporn
with Na+

Small peptides
are camed intact
across the cell by

proteiny

«
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oligopeptidy

aminokyseliny

pepsin
(zaludek)

trypsin,
chymotrypsin,
karboxypeptidaza
(pankreas)

peptidazy
aminopeptidazy
(strevo)

Animace C




CVICENI 3.

Traveni proteinu pepsinem

BApNA (N-a-benzoyl-DL-arginine-p-nitroanilide) — synteticky substradt, prihledny a bezbarvy je-li v roztoku,
stépeny travicim enzymem (pr.pepsin) uvolnuje p-nitroanilin a roztok se zbarvi doZluta

ER E R E R C N R

Pepsin Pepsin Pepsin voda Pepsin Pepsin
BAPNA BAPNA voda BAPNA BAPNA BAPNA
pH 2.0 pH 2.0 pH 2.0 pH 2.0 pH 7.0 pH 9.0
Var, inkubace inkubace inkubace inkubace inkubace
inkubace

Postupné umistéte 6 test. zkumavek do stojanku v inkubacni jednotce.

Pripravte zkumavky od 1-6 s latkami uvedenymi v tabulce.

Povarte obsah zkum. €. 1, nastavte teplotu inkubace 37 °C a ¢as 60min. a nechte inkubovat.
Pomoci spektrofotometru zméfime optickou hustotu (OD) vzorku (A=405nm). Cim vice bylo
uvolnéno zluté barvy do roztoku tim vice byl BApNA natraven pepsinem - vyssi OD.

B wWwN e

Které pH podporuje nejvyssi aktivitu pepsinu?
Byl by pepsin aktivni i v ustech?



Traveni tuku

Pankreas

- pankreaticka lipaza

triglyceridy Stépeny na glycerol a volné mastné kyseliny (snizeni pH)

produkovana pankreatem do duodena

nezbytna predchozi emulgace tukd zluci (soli ZluCovych kyselin, lecitin) = malé kapénky
(s velkym povrchem) — lepsi kontakt s enzymem

koenzym kolipaza

Natravené tuky jsou v lumen tenkého streva C&mm —
monoglycerides atty acl sgn
zabudovavany do micel O s e
e v ’ e o . . s ’ QQQ salts to form micelles
(uvnitf produkty traveni tukl a vitaminy rozpustné v tucich) e ;’:rzmmsm;;%
i
Micelles
Epithelial cells g ® Fa}ttﬁ ?.cilds ﬁnter éh? )
transport a absorpce NN MRS | 0 fom trigycerides
Ll ‘{o riglycerides combine wi
“ﬂ*ﬁvﬁ% R ;rt?tgins iﬁsidettholgEth
m‘f “FA ' . ‘ body to form chylomicrons
S 2@ |

¥

Chylomicrons enter the
lacteal and are transported
away from the intestine

Chylomicron

Capillary

B
Lacteal



triacylglycerol

-

lipaza
(slina, zaludek)

emulgace

(zluCove kyseliny, lecitin)

\J

lipaza

\ (pankreas)
kolipaza #—1—— prokolipaza

mastné kyseliny

glycerol

monoacylglycerol

diacylglycerol

trypsin

Animace B




CVICENI 4.

Traveni tukd pankreatickou lipazou

123 Ja 5 s 7

Lipaza Lipaza Lipaza Lipaza Voda Lipaza Lipaza
Olej Olej Olej Voda Olej Olej Olej

ZIug ZIug Voda ZIug ZIug ZIug ZIug

pH 7.0 pH 7.0 pH 7.0 pH 7.0 pH 7.0 pH 2.0 pH 9.0
Var, inkubace inkubace inkubace inkubace inkubace inkubace
inkubace

Postupné umistéte 7 test. zkumavek do stojanku v inkubacni jednotce.

Pripravte zkumavky od 1-7 s latkami uvedenymi v tabulce

Povarte obsah zkum. €. 1, nastavte teplotu inkubace 37 °C a ¢as 60 min. a nechte inkubovat.
Pomoci pH metru zmérte pH ve zkumavkach

PwNneE

Vysvétlete rozdil v aktivité lipdzy ve zkumavce 2 a 3.
Které pH je pro aktivitu lipazy nejucinnéjsi?
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DIGESTIVE ENZYMES PRODUCED BY YOUR PANCREAS
M
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Parotid Gland
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1) Jaké faktory prostredi ovliviuji aktivitu enzymu?

2) V kterych castech traviciho traktu probiha traveni sacharidu?
3) Jak se nazyva enzym, ktery se Ucastni traveni protein?

4) Jaké je optimalni pH pro traveni proteinl v zaludku?

5) Co umoznuje traveni celuldzy u prezvykavci?



