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Pregled vaj

termin vaja tema

četrtek, 20. 2. 1. imobilizacija tripsina (na sefarozo, v alginatu)

petek, 21. 2. 2. merjenje aktivnosti imobiliziranega tripsina

četrtek, 27. 2. 3. merjenje aktivnosti imobiliziranega tripsina

petek, 28. 2. 4. encimi v pralnih praških

četrtek, 6. 3. 5. izdelava sira

petek, 7. 3. 6. določevanje glukoze v hrani



Poročila, ocenjevanje …

• Prisotost na vajah je obvezna. 
!

• Rezultate oddate v obliki poročil (po e-pošti). 
!

• 4 poročila: 
• 1. poročilo: 1., 2. in 3. vaja (Imobilizacija tripsina in merjenje aktivnosti imobiliziranega tripsina) 
• 2. poročilo: 4. vaja (Encimi v pralnih praških) 
• 3. poročilo: 5. vaja (Izdelava sira) 
• 4. poročilo: 6. vaja (Določevanje glukoze v hrani) 
!

• Poročilo lahko oddate za vse vaje skupaj (“v paketu”) najkasneje do petka, 
21. marca 2014 (2 tedna po koncu vaj). 
!

• Oddaja poročil je pogoj za pristop k izpitu. 
!

• Poročila lahko prispevajo h končni oceni pri predmetu.

Poročila, ocenjevanje …

Poročilo: 
!
1. Uvod!

• v uvodu na kratko opišete ozadje problema 
• na koncu uvoda navedite namen 
!

2. Materiali in metode!
• navedete material, ki ste ga uporabljali 
• na kratko opišete postopek dela 
!

3. Rezultati!
• rezultate predstavite v obliki diagramov ter jih na kratko opišete 
• v diagramih ne pozabite na oznake osi 
!

4. Diskusija



1.-3. vaja

Imobilizirani encimi

1. vaja: Imobilizacĳa tripsina na sefarozo in v alginatu

Encimi - biokatalizatorji v industriji
Predvsem zaradi cene je zaželjena njihova ponovna uporaba. 

encim substrat

encim+produkt

• potrebna je ločitev encima od produkta  
(lahko zahtevno) 

• težko dobimo enako čist in aktiven encim, zato 
le-tega navadno ne uporabimo ponovno

imobiliziran 
encim

substrat

produkt

• encim lahko enostavno odstranimo iz reakcijske zmesi 
in ponovno uporabimo 

• imobilizacija (lahko) vpliva na stabilnost in aktivnost 
encima - izbira nosilca in načina imobilizacije! 

• v končni fazi je takšna izvedba pogosto cenejša

nosilec



Primeri uporabe imobiliziranih encimov

encim substrat produkt

β-galaktozidaza laktoza mleko brez laktoze

lipaza trigliceridi nadomestki kakavovega masla

nitril hidrataza akrilonitril nikotinamid

aminoacilaza D-, L-ak L-aminokisline

rafinaza rafinoza galaktoza in saharoza

invertaza saharoza glukozno-fruktozna mešanica

termolizin peptidi aspartam

glukoamilaza škrob D-glukoza

papain proteini odstranjevanje motnosti v pivovarstvu

tirozinaza pirokatehol L-DOPA

1. vaja: Imobilizacĳa tripsina na sefarozo in v alginatu

Načini imobilizacije

• adsorpcija 
!
!
!
• kovalentna vezava (tudi križno povezovanje, crosslinking) 
!
!
!
• afinitetna imobilizacija 
!
!
!
• ujetje (entrapment) 
!
!
!
• imobilizacija na celici (whole cell immobilization) 
• inkapsulacija



CLEA (cross-linked enzyme aggregate) 
Poseben primer imobilizacije brez uporabe nosilca.

1. vaja: Imobilizacĳa tripsina na sefarozo in v alginatu

• ni nosilca 
• visoka aktivnost na volumsko in utežno 

enoto 
• ni potrebe po visoki čistosti encima 
• kombinacije encimov za kaskadne 

reakcije

obarjanje

crossli
nkin

g

crosslinking + 
copolimerizacija

crosslinking + 
nanodelci

povečana slika delca
50 µM

posušeni delci

encim

skupek 
večih 

molekul 
(~1 µM)

agregat 
(1-100 

µM)

1. vaja: Imobilizacĳa tripsina na sefarozo in v alginatu

Poseben primer uporabe: encimski biosenzorji 
Encime imobiliziramo na površini elektrod. 
Najnovejše elektrode so t.i. SWCNT (single-walled carbon nanotubes).

adsorpcija ujetje

afinitetna vezava

kovalentna vezava

afinitetna vezava



neusmerjeno usmerjeno

Kovalentna povezava

• preko stranskih skupin nekaterih ak (Lys, Arg, His, …) → ponavadi ireverzibilno 
!

• možno tudi preko Cys na površini → reverzibilno 
!

• pomembna je usmerjenost (kje je aktivno mesto?)

1. vaja: Imobilizacĳa tripsina na sefarozo in v alginatu

Kovalentna povezava - primeri
1. vaja: Imobilizacĳa tripsina na sefarozo in v alginatu



Kovalentna povezava - primeri preko NH2 skupine
preko z NHS aktivirane agaroze ali sefaroze

preko s CNBr aktivirane agaroze ali sefaroze

preko aldehidnih skupin

1. vaja: Imobilizacĳa tripsina na sefarozo in v alginatu

S CNBr aktivirana sefaroza
1. vaja: Imobilizacĳa tripsina na sefarozo in v alginatu

sefarozne 
kroglice

s CNBr aktivirana sefaroza



Imobilizacija tripsina na CNBr-sefarozo

Imobilizacija tripsina na s CNBr aktivirano sefarozo 
- kje so lizinski aminokislinski ostanki?

1. vaja: Imobilizacĳa tripsina na sefarozo in v alginatu

His
Asp

Ser
Lys

Lys

Lys
Lys

Lys

Lys

Lys
Lys

Lys

Lys

Lys

Lys

Lys

Lys

Lys

Lys

aktivno mestokatalitska triada 
v aktivnem 

mestu

Imobilizacija tripsina na CNBr-sefarozo
1. vaja: Imobilizacĳa tripsina na sefarozo in v alginatu

s CNBr aktivirana sefaroza 
(suspenzija)

Potek dela

prenos v vezavni pufer

dodamo tripsin

tripsin raztopimo v 
vezavnem pufru

inkubiramo

blokiranje (preko noči)

spiranje

shranjevanje pri 4°C

Kakšen je lahko ta pufer?

Čemu blokiranje?
S čim blokiramo?

Zakaj spiramo?



Ujetje encimov
• ujetje encimov preko kovalentnih ali 

nekovalentnih vezi znotraj gelov ali vlaken 
• primeri nosilcev: alginat, gelatin, hitozan, 

silikatni materiali, …

1. vaja: Imobilizacĳa tripsina na sefarozo in v alginatu

• pogosto se uporablja alginat (proizvajajo ga nekatere alge) 
• alginat je kopolimer β-D-manuronske kisline in α-L-guluronske kisline  

(regije vzdolž polimera imajo različno sestavo)

Alginati
• so topni v vodi in raztopinah monovalentnih kationov 
• v prisotnosti dvovalentnih ionov (razen Mg2+) tvorijo goste gele 
• če so v raztopini med gelatinizacijo prisotni proteini, pride do ujetja le-teh v gel 
• nežna narava gelov omogoča celo imobilizacijo celic! 

1. vaja: Imobilizacĳa tripsina na sefarozo in v alginatu

natrijev alginat kalcijev alginat



1. vaja: Imobilizacĳa tripsina na sefarozo in v alginatu

Imobilizacija tripsina v alginatu
Potek dela

natrijeva sol alginske kisline

raztopina natrijevega 
alginata

dodamo tripsin (v prahu)

postopno dodajanje v 
raztopino CaCl2

gelatinizacija

2. in 3. vaja: Lastnosti imobiliziranega tripsina

• merjenje aktivnosti s sintetičnim substratom BAPNA 
• nemodificiran tripsin 
• tripsin-sefaroza 
• tripsin-alginat 
!

• termična stabilnost imobiliziranega tripsina 
• nemodificiran tripsin 
• tripsin-sefaroza 
• tripsin-alginat 
!

• aktivnost tripsina na makromolekulskem substratu 
• nemodificiran tripsin 
• tripsin-sefaroza 
• tripsin-alginat

2. vaja: Lastnosti imobiliziranega tripsina



Encimski test - substrat BAPNA

benzoil-Arg p-nitroanilid 
(BAPNA)

benzoil-Arg p-nitroanilin 
(A410)

tripsin

• diskontinuirni test (čas reakcije 10 min) 
• reakcijo prekinemo z nakisanjem s HCl

2. vaja: Lastnosti imobiliziranega tripsina

Encimski test - substrat azokazein
3. vaja: Lastnosti imobiliziranega tripsina

sulfanilamid 
(anilin s sulfonamidno 

skupnio)

raztopina azokazeina

kazein 
(protein iz mleka; 
80% proteinov v 

mleku)

+ azokazein



Encimski test - substrat azokazein
3. vaja: Lastnosti imobiliziranega tripsina

azokazein proteaza 
(tripsin)

azokazein azopeptidi

+ TCA (trikloroocetna kislina) 
(obori proteine, majhnih peptidov pa ne!!!)

centrifugiranje 
(posedanje oborjenih proteinov)

CCl3COOH

proteaza 
(tripsin)

oborina supernatant

proteaza razgrajuje azokazein na krajše fragmente

+ NaOH 
(nevtralizacija) 

izmerimo A440 
(proporcionalna količini produkta 

- peptidov)

slepa meritev: azokazein brez 
dodatka tripsina

4. vaja

Encimi v pralnih praških

encimi



4. vaja: Encimi v pralnih praških

• Prvi patent za encime v pralnem prašku leta 1913! (encim iz živalskega pankreasa) 
• Encimi v pralnih praških predstavljajo ~25% celotnega tržišča z encimi.

temperatura pranja obstojnost oblačil učinkovitost pranja

+- +- +-
prisotnost 
encimov v 

prašku

• encimi omogočajo 
učinkovito odstranjevanje 
madežev že pri nizki 
temperaturi pranja 

• nižja temperatura pranja 
pomeni tudi prihranek 
energije

• z uporabo praškov z 
encimi povečamo 
obstojnost oblačil, saj so 
ti praški omogočajo 
nežnejše čiščenje pri 
nižji temp. in manjši 
mehanski obdelavi

• samo z detergenti je 
nekatere madeže zelo 
težko odstraniti (npr. 
proteinske madeže)

4. vaja: Encimi v pralnih praških

Encimi v pralnih praških

PROTEAZE

• za odstranjevanje proteinskih madežev 
• najpogosteje subtilizin (Bacillus sp.) - 

stabilen tudi pri 60°C v prisotnosti 
detergentov

AMILAZE

• razgradnja škrobnih snovi in 
podobnih ogljikovih hidratov 

• najpogosteje alfa-amilaza iz 
Bacillus licheniformis

LIPAZE

• razgrajevanje lipidov 
• lipaze, primerne za uporabo v praških, opisane šele pred kratkim 
• delno jih lahko nadomestimo z detergenti

PEKTINAZE

• odstranjevanje pektinskih madežev 
(npr. od sadja)

CELULAZE

• odstranjevanje mikrovlaken s površine 
bombažnih oblačil —> lepša barva, 
manj “muckanja”



4. vaja: Encimi v pralnih praških

Sestava encimskega tekočega pralnega “praška” (primer)

komponenta namen %

Na-tripolifosfat* mehča vodo, olajša odstranjevanje 
madežev 38

Na-alkansulfonat detergent 25

Na-alkankarboksilati detergent 3

Na-perborat tetrahidrat oksidant 25

Na-sulfat polnilo, mehča vodo 2,5

Na-karboksimetilceluloza dispergiranje umazanije 1,6

Na-metasilikat vezivo, olajša odstranjevanje madežev 1

subtilizin (3% aktiven) odstranjevanje proteinskih madežev 0,8

fluorescentne spojine videz bolj čistega perila 0,3

dišave sledovi

voda do 100%
* se vse manj uporablja (okoljski razlogi); nadomestimo ga lahko z natrijevim karbonatom + dodatno količino encima

4. vaja: Encimi v pralnih praških

Proteinski madeži

• delujejo kot “lepilo” 
• preprečujejo tudi odstranitev druge asociirane umazanije 
• proteaze jih razgradijo na peptide



4. vaja: Encimi v pralnih praških

Proteaze v pralnih praških
• večinoma gre za serinske proteaze iz bakterij rodu Bacillus 
• večino teh proteaz proizvajata dve podjetji: 

• Novo Idustri A/S proizvaja: 
• alkalazo (iz B. licheniformis) 
• esperazo (iz alkalofilnega seva B. licheniformis) 
• savinazo (iz alkalofilnega seva B. amyloliquefaciens) 

• GistBrocades proizvaja: 
• maksatazo (iz B. licheniformis) 

• vsi ti encimi so dejansko subtilizin 
• alkalaza in maksataza pri temp. do 65 °C in pH 7-10,5 
• savinaza in esperaza tudi pri pH 11-12

Zakaj ne druge proteaze? Druge ne bi bile aktivne: 
• cisteinske proteaze - oksidacija Cys 
• metaloproteaze - kompleksacija ionov s sredstvi za mehčanje vode

subtilizin

4. vaja: Encimi v pralnih praških

Kako “zapakirati” encim v pralnem prašku?

• v granulah (premer ~0,5-1 mm) 
• encim v granulah je v jedru 

• jedro vsebuje še soli in sladkorje (prezervativi) 
• vezivno sredstvo je npr. karboksimetilceluloza 

• jedro je prekrito z voščenim materialom (iz parafinskega olja ali PEG + 
hidrofilna veziva, ki se raztopijo v vodi) 

• pomembno je, da: 
• ohranimo aktivnost encima 
• zmanjšamo nastajanje prahu, ki vsebuje encime 

• granule so pogosto obarvane (trgovski “prijemi”)



4. vaja: Encimi v pralnih praških

Izvedba vaje
Del A: Prisotnost proteaz v pralnih praških

želatina agar

pralni prašek

struktura agaroze, ki je zraven 
agaropektina glavna sestavina agarja 

4. vaja: Encimi v pralnih praških

Izvedba vaje
Del B: Učinkovitost odstranjevanja proteinskega madeža

0,2 % w/v raztopina pralnega praška (50 ml)
“umazano blago” (azokazeinski madež)

stresamo v stresalniku 
25°C in 40°C

Kontrole: 
• namesto detergenta uporabimo vodo 
• za “slepo” stresamo raztopino detergenta brez blaga

odvzemamo vzorce (1 ml): 
• 5 min 
• 10 min 
• 15 min 
• … 
• 120 min

izmerimo A440!
(premosorazmerna količini azopeptidov)



5. vaja

Izdelava sira

5. vaja: Izdelava sira

Mleko in sir
• osnovna surovina za sir je mleko - emulzija/koloid lipidov in proteinov v 

raztopini nizkomolekulskih snovi (minerali, soli, vitamini, …) 
• 30-50 g proteinov / liter mleka (80% v obliki kazeinskih micel) 
• sir nastane s koagulacijo proteinov v mleku

100 µM

kazeinski micel

kazein-makropeptid
kalcijev fosfat (nanodelci)

hidrobobno jedro
κ-kazeinska ovojnica

• kazeini: α, β, γ in κ 
• κ-kazein predstavlja 10% kazeina v mleku



5. vaja: Izdelava sira

κ-kazein
• edini kazein, ki je topen v vodi v prisotnosti Ca2+-ionov 
• v procesu nastajanja sira pride do cepitve (renin/kimozin) tega kazeina na p-

kazein in kazeinski makropeptid

hidrofoben, tvori 
koagulum

hidrofilen, nahaja se v 
sirotki

SIR SKUTA

5. vaja: Izdelava sira

Koagulacija mlečnih proteinov (kazeina)
• sprožimo jo z dodatkom koagulanta: 

• sirišče (encimska koagulacija): cepitev kapa-kazeina 
• kislinska koagulacija: izguba naboja kazeinskih micel 
• koagulacija preko mlečne kisline, ki jo proizvajajo dodani mikroorganizmi 

!
• najpogosteje se uporablja encimska koagulacija - encim renin (danes ponavadi 

rekombinanten iz mikroorganizmov)



5. vaja: Izdelava sira

Proizvodnja sira

surovo mleko

(najpogosteje)

(tradicionalno)
filtracija

pasterizacija

koagulum in 
sirotka

fermentirajoči 
mikroorganizmi

inokulacija

koagulacija

sirilo (encim)

rezanje mešanje

koagulum

sirotka

mletje

soljenje
sveži sir

tlačenje v 
modele

sirotka
zorenje

zorjeni sir

5. vaja: Izdelava sira

Izvedba vaje
encimska koagulacijakislinska koagulacija

1 l mleka

segrejemo 
do 100 °C

+ sok ene limone

premešamo

pustimo stati 
5-10 min

sirotka
+ sol

razdrobimo, damo v 
model in obtežimo

… sir

1 l mleka
segrejemo do 65 °C

+ jogurt!
+ sirilo

ohladimo na 32°C

premešamo

precedimo skozi 
kuhinjsko krposirotka

+ sol
razdrobimo, damo v 
model in obtežimo

pustimo stati 
>30 min

občasno 
premešamo

… sir

precedimo skozi 
kuhinjsko krpo



6. vaja

Določevanje glukoze v hrani

6. vaja: Določevanje glukoze v hrani

Encimski testi
• visoka specifičnost, reproducibilnost in občutljivost 
• omogočajo hitro detekcijo in kvantifikacijo neke snovi v vzorcu 
• ponavadi ni potrebna predpriprava vzorca 
!
!
!
• primeri encimskih testov za določevanje ogljikovih hidratov:



6. vaja: Določevanje glukoze v hrani

Test za določevanje glukoze na osnovi heksokinaze (HK)

O

H

HO

H

HO

H

OH
OHH H

O

P-O O

O-

O

H

HO

H

HO

H

OH
OHH H

OH

+ ATP + ADP

D-glukoza D-glukoza-6-fosfat

1. stopnja

+ NAD+

heksokinaza

2. stopnja

glukoza-6-fosfat 
dehidrogenaza

6-fosfoglukonat

+ NADH
spektrofotometrična 

detekcija 
(A340)

NAD+

NADH

umeritvena premica!
ALI!

direkten izračun (Beer-
Lambertov zakon)

6. vaja: Določevanje glukoze v hrani

Test za določevanje glukoze na osnovi glukoza oksidaze (GO)

Določevanje saharoze
• dodatna encimska stopnja, v kateri saharozo hidroliziramo do glukoze in fruktoze z 

encimom invertaza



6. vaja: Določevanje glukoze v hrani

Glukometri
• testna ploščica (papirček) je prepojen z encimom (glukoza oksidaza ali glukoza 

dehidrogenaza) 
• elektrokemijska detekcija (lahko preko vmesne redoks reakcije) → Pt-elektroda: 

• generiran naboj na elektrodi je premosorazmeren s količino glukoze ali 
• detekcija toka (amperometrična metoda)

6. vaja: Določevanje glukoze v hrani

Izvedba vaje
Material: 
• reagent, ki vsebuje heksokinazo, glukoza-6-fosfat dehidrogenazo, ATP in NAD 
• standardna raztopina glukoze (1,0 mg/ml v benzojski kislini)

0,6 200

0,6

0,6

vzorec
tekočina (0,05-5 mg glukoze/ml)
trdna snov - raztopimo (0,05-5 mg glukoze/ml)

15 min na sobni temp.

A340 proti dH2O

izračun

Bodite pozorni na območje linearnosti! 
n(glukoza) ≤ n(ATP oz. NAD+)



6. vaja: Določevanje glukoze v hrani

Izvedba vaje


