
PROTEAZE	  

•  hidroliza	  pep3dne	  vezi	  
•  v	  industrijski	  rabi	  običajno	  mešanica	  
•  	  izvor	  encimov	  

–  rastline,	  živali,	  mo	  

•  široka	  uporabnost	  proteaz	  
–  prehrambena	  industrija	  

•  priprava	  sira	  
•  mehčanje	  mesa	  
•  bistrenje	  sokov,	  priprava	  piva	  in	  vina	  
•  živalska	  prehrana	  

–  industrija	  usnja	  
–  čis3la,	  detergen3	  
–  zdravstvene	  namene	  	  

•  odstranjevanje	  git	  parazitov	  
•  odstranjevanje	  mrtve	  kože	  po	  opeklinah	  
•  razgradnja	  medvretenčnega	  hrustanca	  pri	  

hernii	  disci	  
•  laboratorijska	  uporaba	  

	  



PEPTIDAZE	  -‐	  uvod	  
•  razvrs3tev	  pep3daz	  (proteaze)	  

–  MEROPS	  podatkovna	  baza	  

–  razvrs3tev	  glede	  na	  mesto	  cepitve	  	  
•  endopep3daze	  
•  eksopep3daze	  

–  aminopep3daze	  
–  dipep3daze	  
–  di-‐,	  tri-‐,	  pep3dil-‐pep3daze	  
–  karboksipep3daze	  

–  razvrs3tev	  po	  katali3čnem	  nukleofilu	  
•  nukleofil	  reak3vna	  skupina	  na	  ak	  –OH,	  -‐SH	  

–  serinske	  
–  treoninske	  
–  cisteinske	  	  

•  nukleofil	  ak3virana	  voda	  
–  aspartatne	  
–  metalo	  

•  glutaminske	  (Glu/Gln	  diada)	  

–  katali3čna	  diada/triada/oksanionska	  
luknja	  

–  Berger	  Schechterjeva	  nomenklatura	  
	  Substrat:-‐P3-‐P2-‐P1+P1ʹ′-‐P2ʹ′-‐P3ʹ′	  -‐	  	  
	  Encim:	  	  	  	  -‐S3-‐S2-‐S1*S1ʹ′-‐S2ʹ′-‐S3ʹ′	  -‐	  	  



PROTEAZE	  –	  cisteinske	  proteaze	  
•  CP	  prisotne	  v	  vseh	  orgaizmih	  

•  20	  različnih	  družin	  CP	  
–  industrijsko	  pomembni	  encimi	  

•  papain	  
•  bromelain	  
•  ficin	  
•  živalski	  katepsini	  

•  papain	  (Carica	  papaya)	  
–  1	  drevo	  →	  	  ~1/2	  kg	  lateksa	  →	  	  ~100	  mg	  neočiščenega	  papaina	  
–  15	  ton	  /leto	  →	  	  ~15	  miljonov	  $	  

–  surovi	  preparat	  
•  10%	  papain	  
•  	  45%	  kimopapain,	  caricain	  
•  10%	  endo-‐β-‐1,4	  glukanaza,	  karboksipep3daza,	  lizocim,	  lipaze,	  amilaze	  

–  tehnični	  pripravek	  
•  v	  prahuàalergija	  
•  tekoči	  

•  bromelain	  (Ananas	  comosus)	  
–  stebelni	  bromelain	  
–  bromelain	  v	  sadežu	  

•  ficin	  (Ficus	  carica)	  
–  iz	  lateksa	  fig	  

•  Industrijska	  uporaba:	  
–  pivovarstvo	  (	  papain,	  bromelain	  za	  bistrenje)	  
–  pekarstvo	  (bromelain	  za	  preprečuje	  krčenje	  testa)	  
–  procesiranje	  hrane,	  priprava	  proteinskih	  hidrolizatov	  z	  dobrim	  okusom,	  marinade	  
–  živalska	  krma	  
–  industrija	  usnja	  
–  teks3lna	  industrija	  (procesiranje	  volne,	  svile)	  
–  kozme3ka	  (papain	  glajenje	  kože)	  
–  v	  zdravstvu	  

•  preprečuje	  agregacijo	  trombocitov	  (bromelain)	  
•  čis3	  kožo	  po	  opeklinah	  (bromelain)	  
•  prebava	  (bromelain,	  papain)	  
•  odstranjevanje	  nekro3čnega	  tkiva	  (papain)	  



PROTEAZE	  –	  aspartatne	  proteaze	  
•  uporaba	  AP	  v	  sirarstvu	  ena	  prvih	  

aplikacij	  encimov	  pri	  procesiranju	  hrane	  
•  iz	  želodčkov	  telet,	  jagenjčkov	  pridobili	  

renet	  
–  kimozin	  
–  pepsin	  

•  struktura	  AP	  
–  sinte3zirajo	  se	  kot	  preproencim	  
–  proencim	  se	  avtokatali3čno	  ak3vira	  v	  

kislem	  
–  ak3vno	  mesto	  Asp,	  Asp	  

•  živalske	  AP	  
–  v	  sirarstvu	  
–  kimozin	  

•  rekombinantni	  v	  S.	  cerevisae,	  
Kluyveromyces	  lac9s,	  A.	  niger	  

–  pepsin	  

•  AP	  iz	  gliv	  
–  mukorpepsin	  

•  Mucor	  miehei,	  M.	  pusillus	  
•  bolj	  glikozilirani	  kot	  govejiàvečja	  

stabilnost	  	  

	  

goveji	  kimozin	  	  

10 ml mlekarenet aktivnost =
koag. čas  konc. reneta×



PROTEAZE	  –	  serinske	  proteaze	  
•  živalske	  SP	  

–  tripsin	  
–  kimotripsin	  
–  pankreasna	  elastaza	  

•  bakterijske	  SP	  	  
–  sub3lizin	  

•  lastnos3	  SP	  
–  sinte3zirani	  kot	  proencimi	  

•  pomembno	  pri	  rekombinantnih	  proteinih	  za	  pravilno	  
zvijanje	  

–  katali3čna	  triada	  Ser,	  His,	  Asp	  

•  uporabnost	  SP	  
–  detergen3	  (stabilni	  v	  alkalnem)	  
–  diges3v	  (pankrea3n-‐tehnični	  pripravek	  pankreasa)	  
–  predelava	  usnja	  (tripsin,	  pankrea3n)	  
–  razgradnja	  elas3na	  (pankreasna	  elastaza)	  
–  tre3ranje	  rane	  (tripsin)	  

	  
	  

sub3lizin	  Bacillus	  sub9lis	  
	  Carlsberg	  



PROTEAZE	  -‐	  metaloproteaze	  
•  številni	  predstavniki	  
•  večina	  poroteaz	  ima	  Zn2+	  	  	  (Mn2+,	  Co2+,	  Cu2+)	  
•  kov.	  ion	  kompleksiran	  s	  His,	  Asp,	  Glu	  ali	  Lys	  

•  termolizin	  (Bacillus)	  
–  preproencim	  (proregija	  -‐200ak)	  
–  specifičnost	  velike	  hidrofobne	  ak	  
–  uporaba:	  

•  priprava	  proteinskih	  hidrolizatov	  
•  priprava	  “okusnih“pep3dov	  
•  pivovarstvo	  
•  priprava	  usnja	  
•  pekarstvo	  
•  čiščenje	  odpadkov	  v	  klavnici	  
•  znanost:	  ak	  zaporedje	  

•  metaloaminopep3daze	  

•  leucin	  aminopep3daza	  (Rhizopus,	  Aspergilus)	  
–  dvodomenski	  protein	  	  
–  ak3vno	  mesto	  na	  C-‐koncu	  
–  Asp	  in	  Arg	  katali3čni	  ak	  	  
–  tvori	  heksamerno	  kvartarno	  strukturo	  
–  uporaba:	  

•  priprava	  proteinskih	  hidrolizatov	  

termolizin	  (Zn2+)	  	  
Bacillus	  thermoproteoly9cus	  	  

	  goveja	  leucinaminopep3daza	  (2	  Zn2+)	  	  
	  



LIPAZE	  	  
•  maščobe,	  olja	  à	  estri	  mk	  in	  glicerola	  
•  pomebna	  vloga	  pri	  hrani	  

–  okus	  
–  prenašalci	  arome	  

•  uporaba	  maščob	  
–  številne	  aplikacije	  

•  mehčalci,	  lubrikan3,	  teks3l,	  barve,	  dodatek	  hrani	  
–  mk	  in	  glicerol	  osnova	  za	  druge	  produkte	  

•  razgradnja	  maščob:	  
–  fizikalno	  kemijske	  metode	  
–  encimske	  modifikacije	  

•  lipoli3čni	  encimi	  
–  esteraze	  
–  lipaze	  
–  fosfolipaze	  

•  vir	  lipaz:	  
–  pankreas	  (lipaze)	  
–  jetra	  (esteraze)	  
–  rastline	  (semena)	  
–  mo	  (na	  površini) 	  	  

•  Bacillus,	  Pseudomonas	  	  
•  Aspergillus,	  Penicillium,	  Rhizopus	  
•  Pichia,	  Kluyveromyces,	  Saccharomyces	  

nenasičen	  triglicerid	  



LIPAZE	  	  
•  esteraze/lipaze/fosfolipaze	  	  

triacilglicerol	  acilhidrolaze	  (EC	  3.1.1.3)	  

•  ak3vnos3:	  
–  esterazna	  

•  hidroliza	  estrov	  maščobnih	  kislin	  
–  lipazna	  

•  hidrolizirajo	  estre	  na	  meji	  olje/voda	  
•  večina	  lipaz	  nespecifičnih	  

–  fosfolipazna	  
•  hidrolizirajo	  fosfolipide	  

	  
•  uporabnost	  lipaz:	  

–  procesiranje	  maščob	  in	  olj	  
–  prehrambena	  	  
–  detergen3	  
–  papirna	  industrija	  	  
–  okolje	  
–  procesiranje	  čaja	  	  
–  biosenzorji	  	  
–  za	  določevanje	  količine	  trigliceridov	  v	  krvi	  
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LIPAZE	  	  
•  lipaze	  so	  podrazred	  esteraz	  
•  lipaze	  hidrolizirajo	  netopne	  maščobe	  

–  delujejo	  na	  topne	  in	  netopne	  substrate	  
–  za	  slednje	  	  MM	  kine3ka	  ne	  velja	  
–  medfazna	  kine3ka	  

•  strukturne	  lastnos3	  
–  7	  družin	  
–  različno	  velike	  in	  različno	  kompleksne	  
–  α/β	  hidrolaze	  
–  katali3čna	  triada	  His,	  Ser,	  Asp/Glu	  
–  ak3vno	  mest	  je	  zaščiteno	  s	  pokrovom	  
–  pri	  pogojih	  z	  malo	  vode	  delujejo	  reverzibilno	  	  
–  evkariontske	  lipaze	  kompleksne	  (PL)	  

•  N-‐katali3čna	  domena	  
•  C-‐končna	  domena	  
•  kolipaza	  (pripne	  lipazo	  na	  lipidno	  	  površino)	  –	  brez	  

konf.	  sprememb	  

•  lipazna	  specifičnost	  
–  v	  ak3vnem	  mestu	  žep	  
–  specifičnost	  določa	  velikost,	  oblika	  in	  

hidrofobnost	  
–  pomembno	  za	  načrtovanje	  boljših	  lastnos3	  

	  

	  
	  

	  

	  

lipaza	  Candida	  rugosa	  
odprta/zaprta	  oblika	  

N-‐katali3čna	  domena	  
kolipaza	  

pankreasna	  lipaza	  (PL)	  

C-‐	  domena	  



LIPAZE	  –	  lipaze	  

•  mehanizem	  reakcije	  
–  katali3čna	  triada	  podobna	  kimotripsinu	  
–  His,	  Ser,	  Asp/Glu	  
–  Asp	  tvori	  H-‐vez	  s	  His	  

–  His	  deluje	  kot	  baza	  in	  deprotonira	  Ser	  
–  Ser	  nukleofilno	  napade	  karbonilno	  sk.	  estrske	  

vezi	  na	  mes3h	  1	  ali	  3	  glicerolnega	  ogrodja	  

–  nastane	  nega3vno	  nabi3	  tetraedrični	  
intermediat	  

–  oksanionska	  luknja	  

–  voda	  donira	  proton	  His	  
–  reak3vni	  hidroksilni	  ion	  izvede	  nukl.	  napad	  na	  

karbonilni	  atom	  lipida	  

–  drugi	  tetraedrični	  inetrmediat	  
–  oksanionska	  luknja	  
–  vzpostavi	  se	  izhodno	  stanje	  katali3čnega	  

mesta	  

	  

	  

	  

	  
	  

	  

	  



LIPAZE	  –	  lipaze	  in	  biodizel	  

•  biodizel	  
–  mešanica	  alkilnih	  estrov	  mk	  
–  nadomestek	  dizla	  pridobljenega	  iz	  nahe	  
–  ima	  boljše	  specifikacije	  

•  gostota	  
•  viskoznost	  
•  cetansko	  število	  je	  višje	  (nagnjenost	  goriva	  za	  

samovžig	  vžig)	  
•  plamenišče	  120oC	  vs.	  61oC	  dizel	  	  (najnižja	  T	  pri	  

kateri	  je	  nad	  tekočino	  toliko	  hlapov,	  da	  se	  zmes	  
hlapov	  in	  zraka	  v	  s9ku	  s	  plamenom	  vname)	  	  

•  industrijsko	  se	  izvaja	  s	  transesterifikacijo	  
rastlinskih	  olj	  ali	  živalskih	  maščob	  s	  
krakoverižnimi	  alkoholi	  	  
–  metanol	  (najcenejši)	  
–  etanol	  
–  izopropanol	  
–  daljši	  linearni	  ali	  razvejani	  alkoholi	  

•  biodizel	  je	  ekološko	  bolj	  primeren	  kot	  
nahni	  dizel	  
–  manj	  CO2	  polucije	  

•  Kyoto	  deklaracija	  zniževanje	  CO2	  	  
•  EU	  planira	  vse	  večjo	  uporabo	  biodizla	  

–  manj	  nevaren	  



LIPAZE	  –	  lipaze	  in	  biodizel	  
•  kemijska	  priprava	  biodizla	  

–  prebitek	  MeOH	  
–  katalizator	  NaOH	  
–  transesterifikacija	  
–  iz	  trigliceridov	  nastanejo	  me3lni	  estri	  in	  

glicerol	  

–  znotraj	  sistema	  poteče	  več	  reakcij:	  
•  najprej	  NaOH	  reagira	  z	  MeOH	  à	  Na-‐metoksid	  	  
•  Na-‐metoksid	  reagira	  z	  trigliceridi	  in	  nastaneà	  

FAME	  (famy	  acid	  methyl	  esters)	  

•  stranski	  produk3	  
–  glicerol	  à	  kozme3čna,	  farmavevtska	  	  ind.	  
–  di,	  mono	  gliceridi	  (delna	  alkoholiza)	  
–  pri	  povečani	  kislos3	  nastane	  še	  milo	  



LIPAZE	  –	  lipaze	  in	  biodizel	  

•  encimska	  priprava	  biodizla	  
–  prvič	  opisano	  1990	  

–  lipaze	  	  katalizirajo	  alkoholizo	  in	  
esterifikacijo	  pros3h	  mk	  v	  mediju	  z	  
nizko	  vsebnostjo	  vode	  
•  lipaze	  v	  nevodnem	  mediju	  

katalizirajo	  transesterifikacijo	  (ne	  pa	  
hidrolize)	  

–  končni	  produkt	  estri	  mk	  in	  glicerol	  
(brez	  stranskih	  produktov)	  

–  cena	  	  lipaz	  komercialno	  neugodna	  za	  
pripravo	  biodizla	  

–  številne	  lipaze	  v	  uporabi	  
	  

•  prednos3	  imobilizirane	  lipaze	  
–  recikliranje	  
–  kon3nuirna	  uporaba	  
–  imobilizacija	  na	  kaolinit	  

Al2Si2O5(OH)4	  
–  reakcija	  poteka	  pri	  molarnem	  

razmerju	  olje:alkohol	  1:3	  



LIPAZE	  -‐	  fosfolipaze	  

•  fosfolipaza	  
–  hidrolizirajo	  fosfolipide	  

•  fosfolipaza	  A1	  (kačji	  strup)	  
•  fosfolipaza	  A2	  (pankreas)	  
•  fosfolipaza	  C	  (Clostridium,	  Bacillus,	  

Aspergillus)	  
•  fosfolipaza	  D	  (rastline,	  mo)	  

–  fosfolipaza	  A2	  
•  za	  hidrolizo	  leci3na	  na	  mestu	  2	  
•  leci3n	  je	  rumeno-‐rjava	  maščoba	  v	  rastlinah	  

in	  živalih	  (rumenjak,	  soja,	  žitarice)	  
–  fosforna	  k.,	  m.k.	  
–  glicerol,	  glikolipidi,	  trigliceridi	  
–  fosfolipidi,	  fosfa3dil	  etanolamin,	  	  
–  fosfa3dil	  holin,	  fosfa3dil	  inozitol	  

•  uporabnost	  
–  kozme3ka-‐emulzifikator	  
–  surfaktant	  
–  lubrikant	  

	  

	  
	  

	  

	  

H2C

CH

H2C

O

O

R2

O

R1

P

O

O

O X

fosfolipaza	  A1	  
lipaza	  

fosfolipaza	  A2	  
lipaza	  

fosfolipaza	  C	  
fosfodiesteraza	  

fosfolipaza	  D	  
fosfodiesteraza	  

X:	  	  -‐etanolamin	  
	  	  	  	  	  	  -‐holin	  
	  	  	  	  	  	  -‐serin	  
	  	  	  	  	  	  -‐inozitol	  
	  	  	  	  	  	  	  -‐glicerol	  
	  	  	  	  	  	  	  -‐fosfa3dilglicerol	  



OKSIDOREDUKTAZE	  
•  Reakcije,	  ki	  jih	  katalizirajo	  oksidaze	  

–  dva	  atoma	  kisika	  se	  preneseta	  na	  substrat	  

	  
	  
–  substrat	  se	  oksidira	  preko	  prenosa	  2H	  do	  O2	  ob	  nastanku	  H2O2	  

–  prenos	  enega	  kisika	  na	  substrat	  

–  kisikov	  atom	  potreben	  za	  oksidacijo	  prihaja	  iz	  H2O	  

A + O2
katehol-1,2 oksigenaza⎯ →⎯⎯⎯⎯⎯⎯ AO2

2 2 2 2
glukoza oksidaza

2 2 2

AH + O A + H O

glukoza+ O glukonska kislina + H O

⎯⎯→

⎯⎯⎯⎯⎯→

2 2 2

askorbinska k. oksidaza
2 2

1AH + O A + H O
2

1askorbinska k.+ O dehidroaskorbinska k. + H O
2

⎯⎯→

⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯→

2 2
glukoza dehidrogenaza+

2

A+ H O + B AH  + BO

glukoza+ H O + NAD glukonska k. + NADH

⎯⎯→

⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯→



OKSIDOREDUKTAZE	  –	  polifenol	  oksidaza	  
•  pri	  hrani	  zelo	  pomembna	  izgled,	  

tekstura	  in	  nutricijska	  vrednost	  

•  rjavenje	  (melanoza)	  je	  kemijski	  proces	  
–  sadje	  
–  zelenjava	  
–  morska	  hrana	  
–  gobe	  

•  rjavenje	  pri	  posušenem	  sadju	  
–  datelji	  
–  marelice	  
–  fige	  

•  nastanek	  melanoze	  
–  endogeni	  encimi	  katalizirajo	  nastanek	  

kinonov	  iz	  fenolnih	  spojin	  
–  molekularni	  O2	  se	  reducira	  do	  H2O	  
–  nastali	  kinoni	  polimerizirajo	  do	  melanina	  
	  

•  polifenol	  oksidaza	  katalizira	  dve	  
osnovni	  reakciji	  
–  hidroksilacijo	  na	  o-‐mestu	  monofenola	  

(monofenolna	  oksidazna	  ak3vnost)	  
–  oksidacija	  difenola	  do	  o-‐benzokinona	  

(difenol	  oksidazna	  ak3vnost)	  
	  

•  pomen	  limone	  

increasing the per capita consumption of fruits and vegetables, as well as new technologies
of convenience such as the production of precut or minimally processed fruits and
vegetables, will provide economic benefit to many countries which market exotic products. 

1.3 Economic losses due to browning in fruits and vegetables 

Increases in fruit and vegetable markets projected for the future will not occur if enzymatic
browning is not understood and controlled. Enzymatic browning is one of the most
devastating reactions for many exotic fruits and vegetables, in particular tropical and
subtropical varieties. It is estimated that over 50 percent losses in fruit occur as a result of
enzymatic browning (Whitaker and Lee, 1995). Such losses have prompted considerable
interest in understanding and controlling phenoloxidase enzymes in foods. Lettuce, other
green leafy vegetables, potatoes and other starchy staples, such as sweet potato,
breadfruit, yam, mushrooms, apples, avocados, bananas, grapes, peaches, and a variety of
other tropical and subtropical fruits and vegetables, are susceptible to browning and
therefore cause economic losses for the agriculturist. These losses are greater if browning
occurs closer to the consumer in the processing scheme, due to storage and handling costs
prior to this point. The control of browning from harvest to consumer is therefore very critical
for minimizing losses and maintaining economic value to the agriculturist and food
processor. Browning can also adversely affect flavour and nutritional value. Figure 1 shows
examples of enzymatic browning in fruits and vegetables. 
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Figure 1. Examples of enzymatic browning in apple, banana and potato (A. Fresh cut, 
B. Browning). 

1.4 Economic benefits of browning in aquatic foods 
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OKSIDOREDUKTAZE–	  polifenol	  oksidaza	  

•  polifenol	  oksidaze	  :	  
–  lakaze	  

•  dimer	  
–  katehol	  oksidaze	  

•  monomer	  
–  3rozinaze	  

•  substrat	  je	  3rozin	  
•  tetramer	  

	  

dimer	  lakaza	  (Cu)	  
Melanocarpus	  albomyces	  

polifenol	  oksidaza	  (Cu	  O	  Cu	  
Vi9s	  vinifera	  

3rozinaza(Cu)	  
Agaricus	  bisporus	  



OKSIDOREDUKTAZE–	  polifenol	  oksidaza	  
KONTROLA	  RJAVENJA:	  
	  	  
•  oksidacija	  se	  lahko	  prepreči	  na	  več	  načinov	  

–  eliminacija	  O2	  	  
•  zelo	  zavleče	  rjavenje	  
•  namakanjem	  v	  vodi	  ali	  sirupu	  
•  vakuum	  
•  dodatek	  glukoze	  oksidaze	  (porabi	  O2za	  oksidacijo	  glukoze	  do	  glukonske	  k.)	  

–  vpliv	  na	  ak3vnost	  encima	  
•  inak3vacija	  E	  s	  toplotno	  obdelavo	  (primerna	  samo	  za	  zmrznjeno	  sadje	  ali	  zelenjavo)	  
•  pasterizacija	  60-‐80oC	  
•  hitra	  obdelava	  s	  T	  75-‐105oC	  (grah)	  
•  obdelava	  s	  pri3skom	  
•  inhibitorji	  

–  alifatski	  alkoholi	  
–  pep3di	  
–  aromatske	  kisline	  

–  odstranitev	  Cu2+	  	  
•  dodajanjem	  kelirajočih	  agensov	  

–  substrat	  
•  dodatek	  spojin,	  ki	  reagirajo	  s	  produk3	  PPOàni	  melanizacije	  

	  	  
•  obsevanje	  z	  γ-‐	  ali	  X-‐žarki	  se	  tudi	  uporabljajo	  za	  ohranjanje	  svežine	  sadja	  



OKSIDOREDUKTAZE–	  lipoksigenaza	  

•  ne-‐hem	  vsebujoča	  Fe	  dioksigenaza	  
•  regioselek3vno	  in	  stereospecifično	  

katalizira	  	  
–  peroksidacijo	  poli	  nenasičene	  m.k	  	  
–  kooksidacijo	  drugih	  spojin	  	  	  
–  Fe2+	  ↔	  Fe3+	  
–  His	  v	  ak3vnem	  mestu	  

•  rastline,	  mo	  in	  živali.	  
•  uporablja	  se	  za	  procesiranje	  

maščob	  

lipoksigenaza	  (Fe2+)	  
soja	  


