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Cwiczenie 2
Hydrolazy. Czynniki  wplywajace na szybko$s¢ reakcji
enzymatycznych

WSrod czynnikéw wplywajacych na szybkos$¢ reakcji enzymatycznych wymieni¢ nalezy:

- stezenie substratu (stata Michaelisa — temat, ktory zostanie zrealizowane w drugim bloku
¢wiczen),

- stezenie enzymu (wigcej informacji — Cwiczenie 4),

- temperature,

- pH $rodowiska,

- obecno$¢ aktywatorow,

- obecno$¢ inhibitorow.

Stezenie enzymu. Zalezno$¢ szybkosci reakcji od stezenia enzymu najdogodniej jest
obserwowa¢ przy duzych st¢zeniach substratu, kiedy szybko$¢ ta nie zalezy juz od stgzenia
substratu (reakcja zerowego rzedu) i jest proporcjonalna do st¢zenia enzymu (przy niezbyt
duzych stezeniach enzymu).

Wplyw temperatury i energia aktywacji. Ze wzrostem temperatury zwigksza si¢ szybko$¢
reakcji enzymatycznej (jak kazdej reakcji chemicznej). Po osiagnigciu pewnego optimum w
danych warunkach szybko$¢ reakcji zaczyna male¢ w nastgpstwie denaturacji cieplnej
enzymu. Szybko$¢ inaktywacji enzymoOw w roztworze wzrasta gwaltownie w miarg
podwyzszania temperatury. Wigkszo$¢ enzymoOw traci nieodwracalnie aktywno$¢ po
przekroczeniu temp. 65°C 1 tylko nieliczne wytrzymuja krétkie gotowanie (rybonukleaza czy
pepsyna w pH 1). Szybko$¢ inaktywacji cieplnej enzymow przewaznie zalezy od pH
roztworow. Wyzsza temperatur¢ bez utraty aktywnoSci wytrzymuja enzymy suche i
dlategoprzechowywanie enzymoéw zliofilizowanych moze zapobiega¢ zbyt szybkiej ich
inaktywacji. Jesli dziatanie enzymow (w roztworze) jest ograniczone do kilku sekund,
temperatura moze by¢ wysoka, ale do dziatania enzymu przez kilka dni musi by¢ ona
znacznie nizsza (enzym musi by¢ dlugo czynny). Optymalne temperatury sa wigc zalezne od
czasu inkubacji i od pH, a ponadto od st¢zenia soli, obecnosci aktywatoréw czy inhibitoréw
(np. w postaci sladowych zanieczyszczen odczynnikow jonami metali). W zakresie
temperatur, w ktorych denaturacja enzymu jest praktycznie nieistotna, a wigc do ok. 37°C,
podniesienie temperatury o 10°C zwigksza szybko$¢ reakcji mniej wigcej 2-Krotnie.

Na podstawie teorii kinetyczno-czasteczkowej wiadomo, ze reakcja chemiczna moze zaj$¢
wowecezas, gdy czasteczki sa efektywne 1 prowadza do powstania produktu reakcji. Do reakce;ji
dochodzi wtedy, gdy czasteczka ma energi¢ kinetyczna wigksza od pewnej okreslonej

wartos$ci (czasteczki aktywne). Dopiero po osiagnigciu energii aktywacji (roznej dla ré6znych



reakcji) czasteczki staja si¢ zdolne do reagowania. Energia aktywacji jest wigc graniczna,
najmniejsza iloscia energii, jaka musi mie¢ czasteczka, aby zderzenie byto skuteczne (np. do
rozluzniania wiazan w reagujacych czasteczkach, pokonania sit odpychania w pierwszym
etapie reakcji).

W zwyktych warunkach liczba czasteczek zaktywowanych jest niezmiernie mata i reakcje
przebiegaja niezwykle wolno, poniewaz musi by¢ przekroczony pewien prog energetyczny.
Aby go przekroczy¢, trzeba albo dostarczyé energi¢ aktywacji albo ja obnizy¢. Mozna
dostarczy¢ ukladowi energii w postaci ciepta, $Swiatta (promieniowania) lub energii
elektrycznej. Wraz ze wzrostem temperatury wzrasta szybkos$¢ reakcji chemicznej, poniewaz
podwyzszenie temperatury zwigksza energi¢ kinetyczna czasteczek, a tym samym liczbe
czasteczek zaktywowanych.

O wiele szybciej przebiegaja reakcje w obecnos$ci katalizatorow. Reagujace czasteczki moga
wchodzi¢ z katalizatorem w nietrwale polaczenia, przy czym bariera energetyczna tej
ubocznej reakcji jest duzo nizsza niz reakcji gtownej. Nastgpuje tutaj jak gdyby obejscie
wysokiej bariery energetycznej reakcji glownej przez drogg o barierze nizszej. Mozna to ujaé

W nastgpujacym rownaniu:

AXK+B
/ katahzatorem\\

ATBg——— ¥ AB
ez Katalizatora

gdzie: Ai B — substraty reakcji, AB — produkt reakcji, K — katalizator.

Nawet niewielkie obnizenie energii aktywacji prowadzi do znacznego wzrostu szybkosci
reakcji; zrozumiate wigc staje si¢ ogromne przyspieszenie szybko$ci reakcji w obecnosci
katalizatorow. Na przy energia aktywacji procesu rozktadu H,O; na tlen i wodg wynosi ok. 75
kJ/mol. Dodanie nieorganicznego katalizatora (czern platynowa) obniza t¢ energi¢ do 49
kd/mol, a w organizmie w obecnosci katalazy energia wynosi tylko 23 kJ/mol. W wyniku
takiego obnizenia energii aktywacji szybko$¢ reakcji wzrasta w obecnosci czerni platynowej
20 000 razy, a w obecnosci katalazy - az 3- 10" razy.

Wplyw pH. Szybkos$¢ reakceji katalizowanej przez enzym jest maksymalna przy okreslonej
warto$ci pH, a maleje w miarg oddalania si¢ od niej (zbyt kwasowe lub zasadowe srodowisko
moze powodowac¢ denaturacjg biatka). Zmiany aktywnosci enzymatycznej przy réznym pH sa
wywolywane zmianami w stopniu zjonizowania sktadnikow uktadu: enzymu, substratu i
kompleksu enzym-substrat. Optymalne pH do dziatania niektorych enzymow zalezy z tego
powodu i od rodzaju substratu. Grupy czynne centrum aktywnego enzymu tylko w jednej z
jonowych form wykazuja wtasciwosci katalityczne; podobnie w wigkszosci wypadkow tylko

jedna z mozliwych form grup jonizujacych substratu jest rzeczywiscie aktywna w reakcji



enzymatycznej. W tworzeniu kompleksu enzym-substrat duze znaczenie ma tadunek substratu
i enzymu, poniewaz sity wiazace te dwa zwiazki moga mie¢ charakter elektrostatyczny.
Wplyw aktywatoréw. Roéznego rodzaju aktywatory nie biorace udziatu w reakcji
katalitycznej uczynniaja enzymy lub zwigkszaja ich aktywnos$¢. Mozna je ujac 3 grupy:

1) jony niektérych metali, wbudowanych w czasteczke apoenzymu,

2) zwiazki wielkoczasteczkowe o charakterze biatlkowym dziatajace przez odmaskowanie
grup czynnych enzymu

3) matoczasteczkowe zwiazki organiczne usuwajace wpltyw substancji hamujacych.

Liczne pierwiastki $ladowe sa niezbednymi sktadnikami pokarmowymi dla organizmu,
poniewaz pelnig rolg swoistych aktywatorow poszczegdlnych enzymow. Sa one najczgscie]
czynnikami uktadu aktywujacego, tzn. biatko enzymatyczne jest niezdolne do aktywacji
substratu, jezeli brakuje odpowiedniego jonu metalu. Usunigcie go przez dializ¢ powoduje
odwracalng utrat¢ aktywnosci, a ponowne dodanie wraca aktywno$¢. Dla niektorych
enzymOw metale sa niezb¢dne do wytworzenia wiazania migdzy enzymem a substratem lub

migdzy enzymem, koenzymem i substratem (rys. 1).
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Rys. 1. Udzial metalu w wigzaniu enzymu z substratem (Ktyszejko-Stefanowicz, 2003)

W innych enzymach metal stanowi istotna czg¢$¢ sktadowa centrum katalitycznego enzymu,
ktory bez metalu jest nieczynny) np. w enzymach przenoszacych elektrony (np. oksydazy
mono- i polifenoli, oksydaza cytochromowa. Enymy sa aktywowane najczg$ciej przez
nastgpujace jony: Mg2+ (fosfatazy, fosforylazy, fosfokinazy, syntetazy), Zn** (anhydraza
weglanowa, dehydrogenaza mleczanowa 1 alkoholowa oraz proteazy), Mn?* (peptydazy,
arginaza), Ca®* (lipaza), Cu®* (oksydazy) oraz niekiedy Fe?" Fe** Co** Ni** Na*, K*. Kationy
metali cigzkich majq na og6t dziatanie hamujace. Aniony maja maty wplyw na aktywnos$¢
enzymow. Wyjatkiem jest amylaza aktywowana przez chlorki.

Enzymy niekiedy sa wydzielane w postaci nie wykazujacej czynno$ci katalitycznej, czyli w
postaci prekursoréw (proenzymow). Na przyktad trypsynogen przeobraza si¢ w czynna postac
- trypsyng pod wplywem aktywatora - proteolitycznego enzymu enteropeptydazy
(enterokinazy).

Aktywnos¢ wielu enzyméw tatwo ulega zahamowaniu pod wplywem tagodnych srodkéw



utleniajacych, np. tlenu atmosferycznego, co jest katalizowane przez metale cigzkie
znajdujace si¢ w sladowych ilosciach badz w samym materiale czy odczynnikach, badz tez
pochodzace z metalowych przyrzadéw stosowanych w preparatyce enzymow. Zahamowanie
takie jest czgsto procesem odwracalnym 1 aktywno$¢ powraca wskutek dodania ciat
redukujacych lub wiazacych kompleksowo metale cigzkie. Na przyktad utlenienie grup -SH
enzymu bardzo czesto prowadzi do utraty aktywnos$ci; odtwarza ja dodatek cysteiny,
zredukowanego glutationu czy merkaptoetanolu wskutek redukcji ugrupowania -S-S- do -SH.
Przyktadem aktywacji przez usunigcie wptywu inhibitora jest rowniez reaktywacja oksydazy
cytochromowej zatrutej tlenkiem wegla. Powstaly kompleks enzym-tlenek wegla rozpada sig
z tatwoscia na $wietle stonecznym, co przywraca aktywno$¢ enzymu.

Nalezy podkresli¢, ze aktywacja enzymu przez aktywator jest procesem zupeknie réznym od
aktywacji substratu przez czynny enzym, ktora polega na jego potaczeniu z centrum
katalitycznym tego enzymu.

Wplyw inhibitoréw. Istnieje wiele typow czasteczek, ktore sa zdolne do zakldcania
aktywnos$ci danego enzymu. Kazda czasteczka dziatajaca bezposrednio na enzym w Kierunku
zmniejszania jego szybkosci katalitycznej jest okre§lana jako inhibitor. Pewne inhibitory
enzyméw sa normalnymi metabolitami komoérkowymi, ktére hamuja dany enzym w ramach
naturalnej metabolicznej kontroli odpowiedniego szlaku. Inne inhibitory moga by¢
substancjami obcymi dla organizmu, takimi jak toksyny i leki, i w tym przypadku hamowanie
enzymu moze mie¢ dzialanie terapeutyczne, ale rowniez letalne. Rozroznia si¢ dwa glowne
typy inhibicji enzymow: nieodwracalng i odwracalna, przy czym inhibicja odwracalna
dzieli si¢ na inhibicj¢ kompetycyjna i niekompetycyjng. Inhibicje¢ odwracalng mozna
przezwycigzy¢ usuwajac inhibitor z enzymu, na przyktad w drodze dializy, ale jest to z

definicji niemozliwe w przypadku inhibicji nieodwracalne;.

= Inhibicja nieodwracalna. Aktywnos$¢ enzymatyczna nieodwracalnie hamuja zwiazki
chemiczne powodujace denaturacje czasteczki biatkowej (rowniez czynniki fizyczne),
utlenianie grup -SH lub ich alkilowanie (jodooctan, specyficzny inhibitor
dehydrogenazy alkoholowej), tworzenie merkaptydéw itp. W inhibicji nieodwracalne;j
inhibitor taczy si¢ kowalencyjnie z enzymem lub wiaze si¢ z nim tak silnie, Ze jego
dysocjacja jest bardzo powolna. Przyktad - bardzo silna trucizna, paralizujaca uklad
nerwowy, diizopropylofluorofosforan (D - diizopropyl fluorophosphate), ktory
nieodwracalnie wiaze si¢ z seryna w miejscu aktywnym acetylocholinoesterazy
(i innych enzymoéw hydrolitycznych), tworzac nieaktywna katalitycznie pochodna.
Takze czynniki alkilujace, jak np. amid kwasu jodooctowego, nieodwracalnie hamuja

aktywno$¢ katalityczna enzymdow, modyfikujac gtéwnie reszty cysteiny.



« Odwracalna inhibicja kompetycyjna. Inhibitor kompetycyjny jest zazwyczaj
strukturalnie podobny do normalnego substratu danego enzymu. Dzigki temu
wspotzawodniczy z czasteczkami substratu o wiazanie si¢ z miejscem aktywnym
(Rys.2a) Enzym moze wiaza¢ albo czasteczke substratu, albo czasteczke inhibitora ale
nie obie réwnoczesnie (Rys. 2b). Inhibitor kompetycyjny wiaze si¢ z miejscem
aktywnym odwracalnie. Przy duzych stezeniach substratu dziatanie inhibitora
kompetycyjnego zostaje przezwycigzone, poniewaz duze st¢zenie substratu bgdzie z
powodzeniem wspotzawodniczy¢ z czasteczka inhibitora o wiazanie si¢ w miejscu
aktywnym. Dobrego przyktadu hamowania kompetycyjnego dostarcza dehydro-
genaza bursztynianowa. Enzym ten uzywa bursztynianu jako substratu i jest
hamowany kompetycyjnie przez malonian, ktéry rézni si¢ od burSztynianu
posiadaniem tylko jednej, a nie dwoch grup metylenowych:

COO —CH,—COO COO "— (CHp) ,—COO
malonian bursztynian

Wiele lekéw dziata przez nasladowanie struktury substratu specyficznego dla enzymu

docelowego i stad dziataja one jako inhibitory kompetycyjne tego enzymu.
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Rys. 2. Charakterystyka hamowania kompetycyjnego: a) inhibitor kompetycyjny
wspotzawodniczy substratem o wigzanie w miejscu aktywnym; b) enzym moze wiazac albo
substrat, albo inhibitor kompetycyjny, ale nie obydwa naraz (Hames i Hooper, 2002)

« Odwracalna inhibicja niekompetycyjna. Inhibitor niekompetycyjny wiaze sig¢
odwracalnie w innym miejscu enzymu niz jego miejsce aktywne (Rys. 3a) i
powoduje zmiang przestrzennego ksztaltu enzymu, co prowadzi do zmniejszenia
aktywnosci katalitycznej. Poniewaz inhibitor wigze si¢ w innym miejscu niz substrat,
enzym moze wigza¢ albo inhibitor, albo substrat, lub tez inhibitor i substrat row-

noczes$nie (Rys. 3b).
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Rys. 3. Charakterystyka hamowania niekompetycyjnego. a) inhibitor niekompetycyjny wiaze
si¢ w miejscu odmiennym od miejsca aktywnego; (b) enzym moze wiaza¢ albo substrat, albo

inhibitor niekompetycyjny, albo obydwa naraz (Hames i Hooper, 2002)

Hydrolazy. Do hydrolaz (klasa 3) zalicza si¢ enzymy katalizujace proces rozpadu substratu
z udziatem czasteczek H,O. Nazwe systematyczna tworzy si¢ dodajac do terminu hydrolaza
nazwe¢ substratu, np. hydrolaza acetylo-CoA. Nazwy potoczne maja przewaznie koncowke -
aza dodana do nazwy substratu, np. ureaza, lub tez sa to nazwy zwyczajowe, np. pepsyna,
trypsyna, papaina.

W klasie hydrolaz mozna wyrd6zni¢ nastepujace wazniejsze podklasy enzymoéw dziatajacych
na wiazania:

- estrowe (3.1),

- glikozydowe (3.2),

- peptydowe (3.4),

- wigzania C-N inne niz peptydowe (3.5) - glutaminaza, arginaza, ureaza,

- na wiagzania bezwodnikéw kwasowych (3.6),

- wiazania -N (3.9) - fosfoamidaza rozktadajaca fosfokreatyng .

1. Hydrolazy estrow. Lipaza jest enzymem katalizujacym hydroliz¢ thuszczow do glicerolu i

kwasow tluszczowych wedtug schematu:
R; —O— CO—R; + H,0 < R;—OH + R,—COOH

Lipazy wykazuja niewielka specyficzno$¢ i1 katalizuja rozklad estrow, utworzonych przez
kwasy o krotkim i dlugim fancuchu, nasycone i nienasycone, oraz alkohole majace tancuch
krotki lub dhugi, jedno- lub wielowodorotlenowe. Katalizuja wigc one rozszczepianie

specjalnego wigzania, a mniejsza rol¢ odgrywa budowa skltadnikow estru.

Lipaza trzustkowa jest najwazniejszym enzymem lipolitycznym przewodu pokarmowego.
Odszczepia ona kwasy tluszczowe znajdujace si¢ w pozycjach a i o’ (na B-acyloglicerole



dziata lipaza jelitowa). Lipaza trzustkowa jest bardzo nietrwata i latwo traci swe wlasciwosci
pod dziataniem kwasow. Aktywno$¢ lipazy wzmagaja kwasy zotciowe, ktore obnizajac
napigcie powierzchniowe ulatwiaja zemulgowani thuszczu. Optymalne pH dla lipazy
trzustkowej wynosi 7-8,5. Jak wszystkie lipazy jest ona odporna na niska temperature i
rozwija swa czynno$¢ jeszcze w temp. 25°C (wigcej informacji na temat lipazy — ¢wiczenie
3).

2. Hydrolazy glikozydowe. Rozszczepiaja wiazania glikozydowe glikozydow, kilko-
1 wielocukréw. Sa to enzymy o duzej swoistosci dzialania. Hydrolizuja tylko cukry w formie
D. Wykazuja Scista specyficznos¢ wobec konfiguracji atakowanego wiazania.
Najpowszechniej wystepuja amylazy - enzymy przeprowadzajace hydrolize skrobi. W
organizmach zwierzat najwazniejsze sa o-amylazy (np. amylaza trzustki i amylaza §liny),
atakujace w sposob chaotyczny wiazania a-1,4-glukozydowe z wyjatkiem wiazania maltozy.
Produktem hydrolizy jest mieszanina dekstryn, maltozy i glukozy. Reakcja z jodem szybko
znika, natomiast redukcja wzrasta powoli (rys. 4). a-Amylazy nie maja zdolnosci
hydrolizowania wiazan o-1,6; reakcja ustaje wigc w chwili, gdy enzym zblizy si¢ do

rozgalgzienia czasteczki cukrowca i pozostaja fragmenty zwane dekstrynami granicznymi.

0 O &0 e® 66 &6 6 o0 o0

>0 00
o~oTo 0000 00 O—OTO o ©° ) 00
T
06000000 0000000060
y 1 S
o—o—o—o—o—o—o—To—o—o—o—o—o—o—o—o g
O reszta glukozowa —= miejsce dziatania amylazy | amylazy

Rys. 11.27. Dziatanie z-amylazy na amylozg

Rys. 4. Dziatanie a-amylazy na amylozg (Klyszejko-Stefanowicz, 2003)

Amylaza §linowa wykazuje aktywno$¢ w roztworach lekko zasadowych, obojetnych i
kwasowych. Optymalne pH dziatania: 6,6. Bardzo duzy wptyw na dziatanie amylazy $liny
wywieraja elektrolity (CI 7, Br ', NO3 ). Usunigcie chlorkow ze $liny inaktywuje amylaze.

Amylaza trzustkowa wykazuje podobna czynnos¢ jak amylaza $linowa, ale wiele silniejsza.
Enzym ten dziata jeszcze w rozcienczeniu 1: 100 000 000, a w ciagu 30 min. 1 mg amylazy
trawi 20 g skrobi. Do jej aktywnosci niezbedne sa niektore jony nieorganiczne, szczegdlnie
chlorki (podobnie jak w przypadku amylazy $linowej). Optymalne pH dziatania: 6,5-8,0.
Amylaza trzustkowa, w odroznieniu od §linowej, trawi skrobi¢ niegotowana.

W soku trzustkowym oprocz amylazy wystepuja jeszcze inne enzymy rozkladajace cukry,



takie jak maltaza, laktaza i sacharaza (w matych ilo$ciach).

3. Hydrolazy peptydowe. Sa to enzymy rozszczepiajace hydrolitycznie wigzania peptydowe
wedhug schematu:
!
R;—CO—NH—R;, + H, O — R4—COOH + R,—NH,
Znaczna ich czg§¢ to enzymy trawienne, wystepujace w przewodzie pokarmowym, inne

dziataja poza nimi.

Enzymy proteolityczne dzieli si¢ tradycyjnie na dwie grupy: endo- | egzopeptydazy.
Endopeptydazy dziataja na czasteczki biatek i polipeptyddéw, rozbijajac wiazania peptydowe
utworzone wylacznie przez okreslone aminokwasy niezaleznie od potozenia wiazania w
tancuchu peptydowym.

Egzopeptydazy moga odszczepia¢ jedynie aminokwasy skrajne N- i C-koncowe z tych
tancuchow i sa  nazywane odpowiednio amino- i  Karboksypeptydazami.

Ze wzgledu na rodzaj centrum aktywnego, enzymy proteolityczne czgsto dzieli si¢ na 4

grupy:

1) proteazy serynowe, inaktywowane przez DIFP (diisopropyl fluorophosphate), np.
trypsyna, chymotrypsyna, elastaza, subtilopeptydazy, proteinaza chromatynowa;

2) proteazy sulfhydrylowe, inaktywowane przez p-chlororteciobenzoesan (p-chloromercuric

benzoate - PCMB), np. papaina i inne proteazy roslinne;

3) metaloproteazy, zwykle zawierajace cynk w centrum aktywnym, np. karboksypeptydazy,

obojgtne proteazy mikroorganizmow;

4) proteazy kwasowe, wykazujace maksymalng aktywno$¢ przy niskich warto$ciach pH i
zawierajace grupy karboksylowe w centrum aktywnym, np. pepsyna, renina i wiele proteaz

grzybowych.

Zgodnie z racjonalng klasyfikacja 1 nomenklatura endopeptydazy zaliczane sa do hydrolaz
peptydylopeptydowych. Enzymom tym przypada zapoczatkowanie procesu trawienia biatek
w przewodzie pokarmowym.

Pepsyna. Jest to najwazniejszy enzym trawienny soku zoladkowego dziatajacy w silnie
kwasowym $rodowisku. Wykazuje ona specyficzno$¢ wzgledem aminokwasoéw tworzacych

rozkladane przez nia wigzania peptydowe. Glownymi miejscami ataku sa wigzania



peptydowe, w ktérych bierze udzial grupa aminowa aminokwasOw aromatycznych (wigcej

informacji o pepsynie — drugi blok ¢wiczen):

l
—CO—NH—CH—CO—NH—CH—CO—
I I
R1 R2
gdzie: R, - reszta fenyloalaniny, tyrozyny, tryptofanu, leucyny, kwasu asparaginowego i
kwasu glutaminowego (wg Lehningera 1975).

Trypsyna jest enzymem wydzielanym przez trzustk¢ w postaci nieczynnej, tj. trypsynogenu,
ktéry dopiero w jelicie zostaje uczynniony przez specjalny enzym zwany enteropeptydaza

(enterokinaza), na skutek odszczepienia od trypsynogenu szesciopeptydu.

enteropeptydaza
trypsynogen ——————— trypsyna + szesciopeptyd

Powstata trypsyna aktywuje z kolei dalsza porcje trypsynogenu (aktywacja katalityczna).

Pod wpltywem trypsyny biatka ulegaja rozktadowi do mieszaniny duzych peptydow, lecz w
odréznieniu od trawienia pepsyna reakcja ta wymaga $srodowiska o pH 8-9. Trypsyna moze
jednak rozklada¢ na mate peptydy - nie tylko biatka (latwiej rozklada zdenaturowane niz
rodzime), ale 1 ,,peptony”, powstale w zoladku pod dzialaniem pepsyny. Przygotowawcze
trawienie biatka przez sok zotadkowy jest bardzo korzystne dla dziatalnosci tryptycznej.
Niekiedy w wyniku dziatania trypsyny uwalniaja si¢ pojedyncze aminokwasy, jak tyrozyna
czy tryptofan.

Trypsyna jest hydrolaza peptydylopeptydowa o duzej specyficznos$ci, hydrolizujaca tylko
wiazania peptydowe utworzone przez grupe karboksylowa lizyny lub argininy:

!
—CO—NH—CH—CO—NH—CH—CO—
I I
R1 R

gdzie: Ry — reszta lizyny lub argininy, R, — reszta dowolnego aminokwasu.

Wszystkie peptydy powstajace pod dzialaniem trypsyny maja lizyng lub argining jako
koncowe aminokwasy z wolna grupa karboksylowa.

Trypsyna przyspiesza ponadto krzepnigcie krwi, ale nie $cina mleka (chymotrypsyna
odwrotnie).



Chymotrypsyna jest rowniez wydzielana w postaci nieczynnej - chymotrypsynogenu, z
ktorego pod wplywem trypsyny powstaje czynna chymotrypsyna. Hydrolizuje ona
specyficznie wiazania peptydowe, w ktore zaangazowana jest grupa karboksylowa

aminokwasOw aromatycznych:

!
—CO—NH—CH—CO—NH—CH—CO—
I I
R1 R

gdzie: Ry — reszta tyrozyny, fenyloalaniny lub tryptofanu, R, — reszta dowolnego aminokwasu.

Optymalne pH dla dziatania chymotrypsyny wynosi 8-9. Enzym ten wykazuje ponadto silng

zdolno$¢ $cinania mleka, ale nie przyspiesza krzepnigcia Krwi (trypsyna na odwrot).

Czes¢ doswiadczalna

Cwiczenie 2.
Hydrolazy. Czynniki wplywajace na szybko$¢ reakcji
enzymatycznych

Doswiadczenia zostana wykonane na enzymach soku trzustkowego nalezacych
do klasy hydrolaz

LIPAZA
1) HYDROLIZA ENZYMATYCZNA TLUSZCZOW POD WPLYWEM LIPAZY (EC 3.1-

esterazy)

Do dwoch probowek odpipetowac po okoto 2 ml mleka, doda¢ 0,25 ml wskaznika (czerwieni
metylowej). Do probowki I doda¢ 1 ml 0,05 M bufor fosforanowy (pH 7,4), do probowki II
1 ml lipazy rozpuszczonej w 0,05 M buforze fosforanowym (pH 7,4). Probowki wstawi¢ do
tazni wodnej o temperaturze 37°C na 45 minut. W analogiczny sposéb przygotowaé probowki
I’ 1 II’ pozostawiajac je w temperaturze pokojowej. Obserwowaé zmiany zabarwienia w

proboéwkach.

Zakres zmiany barwy stosowanego wskaznika w zaleznos$ci od pH

Substancja 0]1/2[3]4]5]6]7|8[9]10]11]12]13][14
Czerwien czerV\{ono- 4462 s6tty
metylowa pomaranczowy




Schemat do$wiadczenia przedstawiono w tabeli:

Nr probowki | 1 r r

temperatura [°C] 23 23 37 37

mleko (ml) 2 2 2 2

czerwien metylowa (ml) 0,25 0,25 0,25 0,25

0,05 M bufor fosforanowy i 1 i 1
pH 7,4 (ml)

roztwor lipazy (ml) 1 - 1 -

Wyjasnienie:

Lipaza nalezy do enzymow hydrolitycznych - pod jej dziataniem rozpadowi hydrolitycznemu
ulega wiazanie estrowe w trojglicerydach. W wyniku uwalniania wolnych kwasow

thuszczowych nastepuje wzrost zakwaszenia §rodowiska.

TRYPSYNA
* 5 ml roztworu trypsyny przeniesé do szklanej probowki i wstawié do wrzqcej taini wodnej
na 10 minut - denaturacja enzymu! (przygotowany w ten sposéb roztwor zdenaturowanej

trypsyny zostanie wykorzystana w doswiadczeniu 2 i 3)

2) WYKAZANIE PROTEOLITYCZNE]J AKTYWNOSCI TRYPSYNY (rozklad bialka jaja
kurzego) (EC 3.4—peptydazy)

Do 4 szklanych probowek chemicznych wprowadzi¢ po 1 ml biatka jaja kurzego.

Nastgpnie:

a. do pierwszej probowki doda¢ 2 ml 0,2% roztworu Na,COsz i 2 ml roztworu trypsyny,
wymiesza¢ zawarto$¢ probowki.

b. do drugiej probowki doda¢ 2 ml 0,2% roztworu Na,CO3 i 2 ml roztworu zdenaturowanej
trypsyny*, wymiesza¢ zawarto$¢ probowki.

c. do trzeciej probowki doda¢ 2 ml 0,2N roztworu HCI i 2 ml roztworu trypsyny, wymieszaé
zawarto$¢ probowki.

d. do czwartej probowki doda¢ 2 ml 0,2% roztworu Na;COs i 2 ml wody destylowanej i
wymiesza¢ zawarto$¢ probowki.

Wszystkie probowki wstawi¢ do tazni wodnej o statej temperaturze 37°C na okoto 40-45 min.
Po tym czasie obserwowa¢ zmiany w probowkach.

Wyjasnienie

W prawidlowych warunkach (pH 7,5-8,0 i optymalna temp. 37°C) trypsyna rozklada bialko,

co wida¢ w pierwszej probowce. W drugiej probéwce zdenaturowana pod wptywem wysokiej



temperatury trypsyna jest nieaktywna, a wigc nie rozklada biatka. W nieprawidlowym,
kwasnym pH, trypsyna nie dziata (trzecia probowka). W czwartej probowce reakcja nie

nastapit rozktad biatka, bo nie dodaliSmy enzymu.

3) TRAWIENIE KAZEINY TRYPSYNA W ROZTWORZE ALKALICZNYM

Przygotowac 2 szklane probowki chemiczne.

a. do pierwszej probowki odpipetowaé 2 ml roztworu trypsyny i 2 ml alkalicznego roztworu
kazeiny.

b. do drugiej probowki odpipetowa¢ 2 ml roztworu zdenaturowanej trypsyny* i 2 mi
alkalicznego roztworu kazeiny.

Obie probowki wstawi¢ do tazni wodnej temp. 37°C na okoto 30 minut. Po tym czasie do obu
proboéwek doda¢ 3-5 ml 3% roztworu kwasu octowego i obserwowac zmiany zachodzace w

probowkach.

Wyjasnienie

W pierwszej proboéwce nastepuje rozktad kazeiny, poniewaz enzym jest aktywny (alkaliczne
srodowisko 1 optymalna temperatura 37°C) 1 nie pojawia si¢ osad kazeiny po dodaniu kwasu
octowego. W drugiej prébowce enzym zostat zniszczony przez zagotowanie 1 po dodaniu
kwasu octowego powstaje osad niestrawionej kazeiny. Dodanie kwasu octowego wytwarza
pH punktu izoelektrycznego charakterystycznego dla kazeiny (pH 4,5), w ktorym biatko to

jest nierozpuszczalne.

AMYLAZA

4) WPLYW PH NA AKTYWNOSC AMYLAZY (EC 3.2—glukozylazy)

Do czterech probéwek odmierzy¢ po 4 ml 3% Kkleiku skrobiowego, 1ml jednego z czterech
buforéw fosforanowych o pH 5,8; 6,6; 7,4; 8,0. Zawarto$¢ probowek wymieszaé i wstawi¢ do
tazni wodnej o temp. 37°C. Po ustaleniu si¢ temperatury (co trwa 3 minuty) doda¢ do proboéwek
0,5 ml roztworu amylazy i wymieszac¢. Po pigciominutowej inkubacji do kazdej probowki doda¢
po 1 ml roztworu jodu (ptyn Lugola), wymiesza¢ i po uptywie 3-4 minut poréwnac uzyskane

barwy. Wybra¢ optymalne pH dla dziatania amylazy.

Wyjasnienie: Amylaza to enzym katalizujacy hydrolityczny rozktad skrobi. Skrobia w reakcji z
jodem tworzy kompleksy zabarwione niebiesko. Miarg intensywnos$ci hydrolitycznego rozktadu

skrobi jest catkowity zanik lub zmniejszenie intensywnosci reakcji barwnej z jodem.



5) WPLYW TEMPERATURY NA AKTYWNOSC AMYLAZY

Do trzech probowek doda¢ kolejno po 2 ml 3% roztworu skrobi, 1ml buforu fosforanowego o pH
8,0. Jedna probowke umiesci¢ w tazni lodowej, druga w temperaturze pokojowej, a trzecia w tazni
o temperaturze 37°C. Do kazdej probowki doda¢ po 0,5 ml roztworu amylazy i wymieszac. Po 5
minutach doda¢ do kazdej probowki po 1 ml roztworu jodu i wymiesza¢. Porownac zabarwienie

prob i na tej podstawie okresli¢ optimum temperatury dla amylazy slinowe;.

Wyjasnienie: Wigkszos¢ enzymow organizmow zwierzecych wykazuje optimum swego dziatania
przy temperaturze 37°C. W przeprowadzonym doswiadczeniu najwyzszy stopien rozktadu skrobi

obserwuje si¢ w probowce inkubowanej w 37°C.

6) WPLYW AKTYWATOROW I INHIBITOROW NA AKTYWNOSC AMYLAZY

Do trzech probowek doda¢ po 2 ml 3% roztworu skrobi i 0,5 ml 0,05M buforu fosforanowego o
pH 7,4. Do pierwszej doda¢ 0,5 ml wody destylowanej, do drugiej 0,5 ml 0,5% NaCl, do trzeciej
0,5 ml 0,5% roztworu CuSO,. Do wszystkich trzech probéwek doda¢ nastgpnie po 0,5 ml
roztworu amylazy lub rozcienczonej $liny i wymiesza¢. Po 5 minutach inkubacji w temperaturze

37°C doda¢ po 1 ml roztworu jodu, wymieszaé, obserwowac zmiany zabarwienia.

Literatura:
1) Cwiczenia z biochemii. Praca zbiorowa pod red. L. Ktyszejko-Stefanowicz. Wydawnictwo
Naukowe PWN, Warszawa, 2003.

2) Biochemia. Krotkie wyktady. Hames B.D. i Hooper N.M. Wydawnictwo Naukowe PWN,
Warszawa, 2002.

3) Przepisy do ¢wiczen z biochemii. Praca zbiorowa pod red. M. Stryjeckiej-Zimmer.
Akademia Medyczna im. prof. F. Skubiszewskiego w Lublinie, Lublin, 2004.



