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Wymagania do¢éwiczen:

1. Definicje: szybkd¢ / rzedowai¢ / czsteczkowd¢ / stata rownowagi reakcji chemicznej,
rownanie Arrheniusa, reguta van't Hoffa, energiayalacji, kataliza homogeniczna
i heterogeniczna (przyktady), opis oddzialywéatalizatora z substratem, biokataliza,
biokatalizator, enzym, rybozym, kofaktor, enzymylosieryczne, teoria kompleksu
aktywnego.

2. Wiasciwosci enzymoOw / biokatalizatorow: aktywsd wydajnag¢ syntezy produktu, liczba
obrotow enzymu, selektywsé substratowa i typu reakciji.

3. Mechanizm dziatania enzyméw: modele opisej dziatlanie enzymow, klasyfikacja
enzymow.

4. Kinetyka Michaelisa-Menten — zaenia i wyprowadzenie rownania, sens fizyczny statyc
obecnych w réwnaniu, mbwe uproszczenia, SposOb wyznaczania parametrow
charakteryzujcych enzym.

5. Regulacja reakcji enzymatycznych: inhibicja kompetyna i niekompetytywna, wptyw
parametréw intensywnych na szykoeakcji enzymatyczne;.

6. Techniki instrumentalnej analizy doiowej (spektroskopia UV-Vis, prawo Lamberta-
Beera, spordzanie krzywej wzorcowej, przeliczaniesin).

7. Dodatkowo studencigsproszeni o wybranie dowolnego enzymu i samodzighsemne!)
opracowanie jego charakterystyki w oparciu o ¢lase¢ bazy literaturowe. Opracowanie to
powinno obejmow& — numer wg klasyfikacji E.C., typ katalizowanepkeji, znaczenie
katalizowanego procesu w organizmie, strukturarcemtaktywnego (wraz z kofaktorem,
jezeli wystpuje), ewentualne inhibitory i mechanizm ich dzm#a Postuluje si zeby
studenci z jednej grupy wybieralinde enzymy do scharakteryzowania.



Poniszy wsip zaklada znajomié podstawowych definicji i p@d kinetyki chemicznej,

z ktérymi student zapoznak godczas kursu chemii fizycznej. Ponadto, studenproszeni

0 zapoznanie giz materialem dotygzym enzymow prezentowanym na wyktadzie Elementy
Biotechnologii (Wyktady nr 3-5).
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|. BIOKATALIZA

Procesy biochemiczne, przebiega w organizmachywych, s kontrolowane przez
biokatalizatory — naturalnie wygiujace casteczki przyspieszage kydz hamugce przebieg
reakcji, do ktérych zaliczamy enzymy, hormony i amitiny (czsto petngce funkcg
koenzymdw). W analogii do proceséw przebiegggh in vivo, podejmowane as proby
przemystowego wykorzystania materiatu biologicznelgowydajnego prowadzenia reakcji
chemicznych. Zabieg taki olda sie mianem biokatalizy, a zachodza pod wptywem
materiatu biologicznego reakc} biotransformacja lub biokonwersja.

Role biokatalizatora w procesach przemystowych mpetnic cate komorki (w formie
zawiesiny lub immobilizowane), ekstrakt komoérkowybl enzymy o réonym stopniu
oczyszczenia, wolne lub immobilizowane. Zastosowamiormonow (zaliczanych do
naturalnych biokatalizatorow) do przemystowego mdrenia reakcji chemicznych nie jest
mozliwe, gdyz regulup one procesy zachoglz w komorce tylko za pgoednictwem
specyficznych receptorow, obecnych wegtwnu komorek lub umieszczonyshbdbtonowo.

Biokatalizatory stosowane sv przemyle na coraz wiksza skaj - obecnie ju okoto
130 proceséw zayciem enzyméw lub komorek mikroorganizméw zostghoacowanych dla
skali produkcji przewsgszapcej 100 kg. Enzymy znajdugastosowanie gtownie w przestsy
spazywczym (przemyst piekarniczy, browarnictwo, gorzeiwo, mleczarstwo, przemyst
migsny), przy produkcji detergentow (biodetergentow), przemyle papierniczym oraz

w medycynie (w tym w diagnostyce genetycznej).
Il. ENZYMY

Enzymy to zwigzki wielkoczsteczkowe wykazage wiaciwosci Kkatalityczne,
umazliwiajagce prawidiowe tempo przemian metabolicznych w ompaach zywych

i wirusach. Wykazano wptyw enzyméw na przebieg s#agh szlakow anabolicznych



i katabolicznych w komoérce. Przyktadowo, fundambrda w procesach oddychania
komérkowego i oddychania ptucnego reakcja:

CO,+ H,O S H,CO5 (@8]
przebiega 10— razy szybciej w obectci enzymu anhydrazy ¢glanowej. Dziatanie enzymu
umazliwia wiec wydajne usurcie dwutlenku wgla, ktoéry powstaje w procesach
metabolicznych poprzez rozpuszczenie go we krwmastpnie uwolnienie go z krwi do
wnetrza mcherzykéw ptucnychSmiato mazemy wiec powiedzié, ze aktywnd¢ katalityczna
anhydrazy wglanowej warunkuje efektyvanwvymiare gazov.

II.1. Budowa enzymow
[1.1.1. Rybozymy jako pozostatéé , swiata RNA”

Niemal wszystkie enzymyasbiatkami. Jednak w $wiecie RNA” (hipotetycznym,
wczesnym etapie rozwojaycia na Ziemi) roj katalizatorow prawdopodobnie petnity
czgsteczki kwasu rybonukleinowego (RNA). W latach 8hpmas Cech i Sidney Altman
niezalenie odkryli casteczki RNA wykazujce aktywndé¢ katalityczry - rybozymy (za co
w 1989 roku otrzymali Nagre@dNobla w dziedzinie chemii). Cech udowodnig proces
splicingu RNA ujednokomérkowego @ska Tetrahymena thermophilapolega na
autokatalitycznym wycinaniu intronéw. Katalitycznetasciwosci RNA  wynikajg ze
zdolnasci przyjmowania przez te ggteczki skomplikowanych struktur, umdioviajacych
idealne przestrzenne dopasowanie do siebie enzymsubstratu katalizowanej reakcji.
Obecnie wiemyze rybozymy wysipuja w komodrkach wszystkich organizmow i uczestnicz
przede wszystkim w mechanizmach syntezy biatekpfagktad rRNA, wchodgcy w skiad
rybosomow, katalizuje reakcjtworzenia wiazan peptydowych miedzy aminokwasami).
Odkrycie casteczek RNA o wigciwosciach katalitycznych potwierdza przedstawiomyzej
hipotez ,swiata RNA”. Naley w tym miejscu podkrdi¢, ze w ,Swiecie RNA” kwas
rybonukleinowy obok funkcji katalitycznej, petniéz role nasnika informacji genetycznej,
czego pozostaktia we wspotczesnymwiecie g retrowirusy (w tym wirus HIV). Postuluje
si¢, ze casteczl, ktéra jest jednoczaeie nanikiem informacji i katalizuje swoje wtasne

przemiany, mena uzna za pierwsg, niekomaorkowy forme zycia na Ziemi.

[1.1.2. Enzymy biatkowe

Jak jue wspomniano, podstawa@wrola enzymoOow w organizmie jest katalizowanie
przebieguscisle okre&lonych reakcji metabolicznych. Wobec tego, najbejdzstotnymi
wiasciwosciami enzymow, warunkagymi prawidtowe petnienie przez teasteczki swojej

funkciji, beda sita katalityczna (aktywnaosé) i selektywnaé (specyficznéé¢). Porownywanie



aktywndici roznych enzymow stato simozliwe po wprowadzeniu przez izynarodow
Unie¢ Biochemiczg miedzynarodowej jednostki standardowejU. Jest to ilé¢ enzymu,
ktora katalizuje przemignlumola substratu w czasie 1 minuty w temperati8@ecC,
w odpowiednim dla danego enzymu pH i przy optymairstzeniu substratu. Wyrana jest
w umol/min. Inne jednostki aktywsoi, ktore wchz uzywane § w analizach biochemicznych
to: aktywna¢ wiasciwa, aktywndé molekularna (inaczej liczba obrotow enzymu) i kata
Selektywnd¢ enzymu dotyczy zaréwno katalizowanej reakcji (ssl@nos¢ typu reakcji)
jak i substratow biacych w niej udziat (selektywrd¢ substratowa). Selektywnaié
substratowa enzymu polega na wybraniu s$pédd wielu podobnych substancji tylko tej
wiasciwej, ktora lgdzie podlegata procesowi enzymatycznemu. Ten tygkgevnasci jest
efektem precyzyjnego dopasowania tréjwymiarowejuldtiry enzymu do cesteczki
substratu. tacuch polipeptydowy zbudowany z dwudziestanych aminokwasow zapewnia
wickszg selektywn&¢ niz czgsteczka kwasu nukleinowego, ktora jest kombinagjko
czterech typdéw nukleotydow. Z powodu ¢ikézej r@norodndci biatek, to widnie te
bioczsteczki stanows gtdowny materiat z ktérego zbudowana jestch®zai¢ znanych
enzymow.Selektywnds¢ typu reakcji oznaczaze spadrod wielu maliwych reakcji, jakim
ulegad maze substrat, enzym Kkatalizuje tylko jedeftisle okrelony proces. Efektem
selektywndci enzymu jest wiciwie brak zachodzenia reakcji ubocznych.

Wiele enzymow jest aktywnych (albo wykazuje podsgory aktywnacé) tylko
w obecndci niebiatkowych casteczek —kofaktorow. W przypadku tych enzymow, ich
biatkowa czes¢ okreslamy mianem apoenzymu, a tworzony aktywny komplggsenzym +
kofaktor) — holoenzymem. W roli kofaktoréw mpgvystepowa czasteczki nieorganiczne,
jony metali, lub matlocgsteczkowe zwgzki organiczne. W oparciu 0 chemiczny charakter
kofaktora i moc wjzania, ktére tworzy z biatkayv czscia enzymu, w niektérych
opracowaniach kofaktory podzielono na dwie grupy:

- koenzymy, male casteczki organiczne, ktére w sposob specyficzagzat sic
z apoenzymem; €sto @ wigzane tylko na czas reakcji i uwalniane wraz z jej
produktami.
- grupy prostetyczness silnie (czsto kowalencyjnie) zvazane z apoenzymem; w tej roli

mog wystkpowa: jony metali, mate cgsteczki nieorganicznegtiz organiczne.

Reakcja katalityczna zachodzi wiejscu aktywnym enzymu, czyli w obszarze
wigzania substratu i ewentualnych kofaktorow. W enzymbiatkowych miejsce aktywne
sklada s} z reszt aminokwasowych, zwanych grupami katalityozi enzymu, ktore biar

bezparedni udziat w zachodeej reakcji. Miejsce aktywne enzymu jesesio opisywane



jako ,szczelina” w strukturze enzymu, w kidwpasowuy sic substraty bigice udziat

w reakcji. Petni ono dwojakfunkcje: selekcjonuje cgsteczki, ktére maog brat udziat w
reakcji, a ponadto umbwia wilasciwe utazenie reagenta / reagentéw wgigm siebie.
Miejsce aktywne cgsto jest tworzone przez reszty aminokwasowe odeéalaoh siebie w
sekwencji aminokwasowej — dopiero przybranie prigatko odpowiednio ,zwingtej”
trzeciorzdowej struktury powoduje zldenie tych reszt do siebie i utworzenie miejsca
aktywnego. Ponadto, miejsce aktywne przavia zajmuje jedynie matczes¢ w strukturze
czgsteczki enzymu — gdy jednak sweiemy pod uwag jak odlegte aminokwasy bipudziat

W jego tworzeniu, jasne staniecsie reszta cgsteczki jest niezfina do przyjcia przez
enzym widciwej struktury, petrdc role rusztowania dla miejsca aktywnego. Zagzminie
substratu w miejscu aktywnym, w zah@sci od chemicznego charakteru substratu i reszt
aminokwasowych twoggych miejsce aktywne, odpowiedzialne mdgy¢: oddziatywania

elektrostatyczne i hydrofobowe, agania wodorowe oraz sity van der Waalsa.

Il.2. Modele ilustruj gce dziatanie enzyméw

Enzymy w sposOb wysoce specyficzny amgi substraty reakcji i ustawigjje
w odpowiedniej konformacji przestrzennej, sprzygej zagciu katalizowanego procesu.
W 1890 roku Hermann Emil Fischer peldjprobe opisania zjawiska specyficzéw
substratowej enzymow przyzyciu modelu ,zamka i klucza”. Zgodnie z zalgeniami
modelu, enzym (a dokladniej jego miejsce aktywnslibstrat doskonale odpowiaglaobie
przestrzennie. To dopasowanie jest warunkiem, pErwsize, wzajemnego rozpoznania
substratu i enzymu, a naghie - zagcia katalizowanej reakcji. Wedtug modelu ,zamka i
klucza” (ang.lock and key model Rysunek 1a), specyficzéiosubstratowa enzymu zale
od precyzyjnego ut@nia atoméw w miejscu aktywnym, ktore oddzigtajprzylegajca do
nich casteczk substratu. Obecnie wiemye postulowany przez Fischéranodel nie
ttumaczy w sposob wiaiwy zachodgcego procesu. Dopasowanie przestrzenne, zgodne z
modelem ,zamka i klucza” uniemiwiatoby bowiem efektywne obnenie energii aktywacji
zachodacej reakcji (czyli w zasadzie blokowatoby dziataaireymu, patrz rozdziat 11.3).

Zgodnie z kolejnym modelem, zaproponowanym w 19&@&p Daniela E. Koshlanda
Juniord, struktury przestrzenne miejsca aktywnego i sabstwykazuj wzgldem siebie
powinowactwo (umgliwiajace ich wzajemne rozpoznanie), ale dopiero podczagzawia

substratu, ksztalt miejsca aktywnego nieznacznidemiam s¢ i idealnie dopasowuje

1 H. E. Fisher ostatecznie zostat laureatem Naghmhjla w dziedzinie chemii, ale za prace dotyezsyntezy
cukréw i puryn, a nie za prace nad mechanizmemati@enzymow.
2 Daniel E. Koshland Jr. byt dziedzicem fortuny LBtraussa



przestrzennie do substratu. Nieznaczne zmiany kovd#oyjne w strukturze miejsca
aktywnego s zrédtem napgzen wigzan w strukturze enzymu, co olxai energi aktywacii
katalizowanej reakcji chemicznej. W modelu zaprapeanym przez Koshlanda, oklanym
mianem ,indukowanego dopasowania” (ang.induced fit model Rysunek 1b), enzymy
traktowane s jako dynamiczne struktury przestrzenne, ktore anagnienid& swop

konformacg w obecnéci substratu.
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Rysunek 1. Mechanizm wigzania substratu (substratow) przez enzym.Na rysunku przedstawiono
schematycznie reakcjrozpadu substrat® do produktéwP, i P,., zachodgca w obecnéci enzymu. Proces
przedstawiono za pomgcmodelu ,zamka i klucza” (A), zgodnie z ktérym nse¢ aktywne enzymu jest
komplementarne do ksztattu substratu i modelu Jadvanego dopasowania” (B), wedtug ktéregmzainie
substratu pogga za sobzmiany konformacyjne w obbie enzymu.

I1.3. Mechanizm dziatania enzyméw
Zeby zrozumié mechanizm dziatania enzymow, roznway hipotetyczn reakcg

przemiany substrat8w produktP, katalizoway przez enzynt:

S - P 2)
EnzymE w tym samym stopniu olbra barie¢ aktywacyjm reakcji tworzenia produktR, co
reakcji ponownej przemiany produk® w substratS a zatem rOwnocZeie przyspiesza
reakcje zachodce w obydwu kierunkach. Wobec tego obenenzymu nie zmienia stanu
rbwnowagi zachodgej reakcji chemicznej, opisanego przezsastalwnowagiK, a jedynie



przyspiesza jego agjniccie. Stata rownowadK zalery od standardowe]j entalpii swobodnej

reakcji zgodnie z zakmoscia:

_ [ Ac
K—exr{ RTJ €))

Standardowa entalpia swobodna reakt{t° jest z kolei rénica pomiedzy standardow

entalph swobodg produktu G? i standardow entalpi swobodi substratuGg. Poniewa
obecnd¢ enzymu nie wplywa na wadé standardowych entalpii swobodnych zzkow
bioracych udziat w reakcji G2 i G2), nie mae tez zmient wartdici AG®, a co za tym idzie

— nie mae wptym¢ na potaenie stanu rownowagi okdlenego przez staréwnowagik.

Przebieg zachodzej reakcji mana jednak opisaza pomog innego parametru —
entalpii swobodnej aktywach\G* (w literaturze czsciej okrelanej mianem energii aktywacji
Gibbsa, lub po prostu energii aktywacji). Paramin to ré@nica pomedzy entalpi
swobodn stanu przégiowego reakcjiG_ ., a standardowentalpi swobodia substratuG,.
Stanem przégiowym reakcjiTS (ang transition statlbedzie najrzadziej wyspujacy stan,
w ktérym mog sie znalez¢ zwigzki uczestnicace w reakcji, charakteryzgy se najwyzsz
wartdécig entalpii swobodnej. Stan ten najesobie wyobrazijako jeden z etapow na drodze

przemian prowadgcych od substratls do powstania produktdP, zatem rownanie (2)

przyjmuje posté&

S==TS==0"p 4

Osigniccie stanu przégiowegoTS, czyli najmniej korzystnego etapu przemiany, wymag
dostarczenia do uktadu energii niedbej do pokonania bariery energetycznej palzy
substratem a stanem pra@pwym. PO o0signieciu stanu przégiowego naspuje jego
samorzutne przeksztatlcenie w produkt redkdjiziatanie enzyméw polega na okemiu
energii aktywacji dla katalizowanej reakcji poprz&abilizacg stanu przégiowego (czyli
obnizenie entalpii swobodnej i zekiszenie prawdopodohistwa jego wysipienia — Rysunek
2). Stabilizacja stanu przejowego reakcji jest mdiwa np. poprzez zmiansrodowiska
reakcji (substrat reakcji zostaje ukryty w ,szcmmdl miejsca aktywnego, ktora stabilizuje

stan przejciowy reakcji). Warto tu podkéé¢, ze centrum aktywne e€gto utworzone jest

¥ Omawiany tu model jest bardzo uproszczony i zakiathienie tylko jednego stanu pragpwego.

W rzeczywistdci na wspétrezdnej reakcji mana czasem wyodbni¢ kilka stanéw przégiowych a przejcie
jednego w drugi jest nitiwe po pokonaniu dodatkowych barier energetycznibzna wtedy powiedzig ze
metastabilne strukturyT&)*, (TS)* , (TS)* sa pewnymi lokalnymi maksimami energetycznymi.



przez hydrofobowe reszty aminokwasowe. Wobec tegarzypadku reakcji zachoalzych w
cytoplazmie (bdacej ztazonym koloidem wodnym), wégie substratu w ,szczekfi miejsca
aktywnego waze st ze zmiag srodowiska z hydrofilowego na hydrofobowe, co z@o

sprzyja tworzeniu stanu przgjiowego.

1 stan przejsciowy

wspéirzedna reakcji

Rysunek 2. Mechanizm dziatania enzymoéwNa rysunku przedstawiono jak zmienia sntalpia swobodn&
podczas przemiany substrat@w produktyP, zachodacej przez stan prz&jiowy TS(2), charakteryzagy si
najwyzszy wartdicia entalpii swobodnej. Enzymy utatwiaiworzenie stanu prz&iowego — w ich obecroi
reakcja zachodzi przez stan pipawy TS(1).

I1.4. Kinetyka reakcji enzymatycznych

Najprostszy model matematyczny opigy kinetylke reakcji enzymatycznej
zaproponowali w 1913 roku: niemiecki biochemik, heo Michaelis i Maud Leonora
Menter!. Forma matematyczna zaproponowanego przez nichnamdia kinetycznego,
znanego jakaréwnanie Michaelisa-Menten okazata si na tyle uniwersalnaze zostata
potem wykorzystana do opisu kinetyki wzrostu mikgamizmow.

Model Michaelisa-Menten zakladae etapem pwednim w procesie przeksztatcenia
substratuS w produkt P jest utworzenie kompleksu aktywnego enzym-subdi<& Na
istnienie stanu prz&tiowego w postaci komplekdt-S wskazuje fakt ,wysycania” enzymu
w obecndci wysokiego sizenia substratu. Oznacza to, zeeje prowadzimy eksperyment

przy statym sfzeniu enzymu, to na pogiku zwigkszanie stzenia substratu powoduje wzrost

“ M. L. Menten (1876-1960) jako jedna z pierwszyobikt w Kanadzie zdobyta stogieloktora medycyny.
Poniewa nie mogta pracowanaukowo w swoim kraju (tytut lekarza otrzymataUaiwersytecie w Toronto
w 1911 roku na podstawie wynikéw badarowadzonych w Chicago), zdecydowakarsah emigrag do
Niemiec, gdzie w 1916 roku obronita peadoktorsk wtasnie pod kierunkiem Michaelisa. Potem pracowata
naukowo w Stanach Zjednoczonych a dopiero od 1860 w Kanadzie.

® Réwnanie Monoda (Mongd. The growth of bacterial cultures. Rev. Microbiol 3, 371-394, 1949).



szybkdci reakcji. Jednak po przekroczeniu pewneg@zestia granicznego, dalsze
zwickszanie sfzenia substratu nie przyspieszaz jaachodzcej reakcji. Jest to efektem
wykorzystania wszystkich miejsc aktywnych w struk&i enzymu. Wowczas, kolejne
kompleksy E-S mog by¢ tworzone tylko po rozpadzie juistniegcych kompleksow,
prowadzazcym do uwolnienia citeczek enzymu. Ponadto, istnienie stanu frizeyegoE-S
zostato wykazane metodami krystalograficznymi iksfmeskopowymi.

Enzym po zwizaniu substratu (substratow) ustawia je w optynmabréentacji
przestrzennej do za@jia katalizowanej reakcji. Zgodnie z zaégmiami modelu Michaelisa-
Menten, po odwracalnej reakcji tworzenia komplekaktywnego E-S nastpuje jego

nieodwracalny rozpad do produk®u enzymuk:

Ki1 K
E-S— B+
ka (5)

Szybkdaci reakcji castkowych tego procesu wyna@sz
Vv, =K, [E 9]
v, =k, [E-S] (6)
vV, =k,[E- 9]

E+S

Szybkad¢ zuzywania substrat® przedstawia réwnanie:
_ds] _

gV TVa T ka[El IS -k ,[E-9§] (7)
podczas gdy szybké tworzenia produktt jest rowna:
d([;]:Vz:kz[E‘S] (8)
Zmiany stzenia komplekstE-Sw czasie przedstawia zatesc:
UE=S oy, v, -V, =k, [E 18] -k, [E- S| -k [E-S] ©)

dt
Gdy szybkaé¢ tworzenia kompleks&-S (réwnav.) jest rowna szybkii jego rozpadu w
obydwu kierunkachu;+v,), to stzenie kompleksu aktywnede-Snie zmienia si.

d[E - 9]
dt

=0 (10)

W tak zdefiniowanym stanie ustalonym (stacjonarnymayliwe jest rozwizanie réwna (7)
i (8). Zauwamy, ze w rozpatrywanym ukiadzie enzym wystje w formie wolnejE

i w formie kompleksu aktywnegg-S Wobec tego, catkowiteegtenie enzymu w uktadzie:

[E] =[E]+[E-S] (11)
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Z rowna (9-11) otrzymujemy wyrzenie na stzenie kompleksu aktywnede-S

k+1[ S]
k2 + k—l + k+1[ S]

[E-S]= [Eo] (12)

Po wstawieniu tej zakmosci do réwnania (7) lub (8), otrzymujemy wyenie na szybkad

prowadzonej reakcji enzymatycznej (wxoag jako szybké¢ zuzywania substratus lub

szybka¢ powstawania produktd). Zgodnie z zalpeniem o stanie ustalonym, szykko

zuzywania substratu jest rowna szykk&opowstawania produktu - patrz réwnania (9) i (10)

- k+ 1k2[ S]
Ky + Ky + K[ S]

[E] (13)

Kolejne zataenia, o statéci skzeniaEy w trakcie procesu i znacznym nadmiarze subs®atu
w stosunku do iléci enzym§ pozwalaj nam upréci¢ réwnanie (13) do formy

zaproponowanej przez Michaelisa i Menten:

ValgEdx kSl ey KL oy ISL gy
k, +k, +k,[S] k, +k Kw *+[S]
K| 2L +[S]
k+l
gdzie K, = kz; Ky stata Michaelisa
+1
V. .. = K[E] maksymalna szybkoé reakcji, kiedy E-§=[Eg], czyli gdy caty

enzym jest zaangawany w tworzenie kompleksu - pregzorowna z rownaniem (8)
Stata Michaelisa ma wymiaregenia i z rownania (14) wynikae dla [§ = Ky, szybkaé¢
katalizowanej reakcji osga potowe szybkaci maksymalnej:
[Sl=Ky = V=1V,

Wobec tego, prowadz seré pomiarOw szybk€ci procesu enzymatycznego dlazmgch

(15)

stezen substratu mima wyznaczy stah Michaelisa, ktora jest takimegeniem substratu, przy

ktérym szybke¢ katalizowanej reakciji osija potove wartaici maksymalnej (Rysunek 3)

®[9 >> [Ey] — prosz sie zastanowd, w ktérym momencie wykorzystano to zzémie?

" Doktadniejsze wyznaczenie parametréw réwnania ktisa-Menten jest nabwe po przeksztatceniu tego
réwnania do postaci Lineweavera-Burke'a, Hanesdatie-Hofstee’a (po dobraniu odpowiedniego uktadu
wspoéirzdnych otrzymujemy wykresy liniowe).
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v F 3
V=V
vmax““ max
I"'Ilrl'l'la}{
)
f _Vmax
V="K 1
0 Kp [S]

Rysunek 3. Szybkéé reakcji enzymatycznejV w funkcji stezenia substratuS dla procesu przebiegagcego
zgodnie z modelem Michaelisa-MentenNa wykresie przedstawiono spos6b wyznaczenia da@rsiatej Ky,
oraz uproszczone formy réwnania Michaelisa-Mentégaiwe dla skrajnych sten substratis.

StataKy, jest odwrotnie proporcjonalna do powinowactwa emzydo substratu - jej mate
wartasci swiadcz o dwym powinowactwie. Na Rysunku 3 przedstawiono jalbgesé
reakcji V zalezy od stzenia substratuS Na krzywej maemy wyr@ni¢ dwa obszary
kinetyczne. Dla bardzo niskichegen substratu, réwnanie (14) mua uprdci¢ do postaci:

S ( Ky = V=g (16)

KM

Przy niskich sfzeniach substratu proces przebiega zatem zgodniechanizmmem reakcji
I-rzedowej. Z kolei, przy wysokich ateniach substratu, ngpuje catkowite ,wysycenie”
enzymu i reakcja zachodzi z szykim maksymalgp dla danego stenia enzymu:

[SI) Ky = V=V, (17)
Nalezy zaznacz§ ze rownanie Michaelisa-Menten nie jest vdiave do opisu enzymow
allosterycznych, czyli enzymow wielojednostkowyehwierajcych kilka miejsc aktywnych
w obrbie jednej casteczki. W przypadku tego typu enzymowgsteczki substratu wkane
sa kolejno do miejsc aktywnych, przy czym awanie substratu z jednym miejscemzaaaa
soly pochgat zmiany konformacyjne w obbie enzymu, ktére utatwigjwigzanie substratow

do nastpnych miejsc aktywnych.

I1.5. Regulacja proceséw enzymatycznych
Szybkad¢ reakcji enzymatycznej zade od ilosci substratu (zgodnie z réwnaniem

Michaelisa-Menten, jeeli skzenie enzymu jest state). Przy nadmiarze substeatzym ulega
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~wysyceniu” i szybkd¢ reakcji mana zwekszy przez dodanie nowej porcji enzymu.
W obszarze maksymalnej szyBBko reakcji, jej posip zaley bowiem liniowo od stzenia
enzymu:

V =Via = Kol Bl (18)
Zaleznos¢ ta wykorzystywana jest przy oznaczanilkezehia enzyméw w prébkach
biologicznych, w celach diagnostycznych.

Ponadto, enzymy podlegajegulacji za pomacwysoce specyficznych mechanizmow
kontroli (z wykorzystaniem tak zwanegmentrum allosterycznegd oraz niespecyficznie,
w efekcie zmieniajcych s¢ parametrow ukfadu takich jak odczyn pH, tempeggtigita
jonowa i innych.

Centrum allosteryczne jest miejscem w strukturzedsteczki, do ktérego wrane
sa inhibitory mdz aktywatory danego enzymu. Istnienie tego miejs@unkuje szybk
odpowied enzymu na zmienigge sé warunki srodowiska. Jest to szczegdlnie zana
w przypadku enzymoéw reguligych kluczowe dla organizmu procesy, gayyni z enzymu
precyzyjra maszyR, przyspieszaga dany cykl biochemiczny dokiadnie wtedy, gdy jest t
potrzebne. Zapobiega to niepohamowanemu wzrostawersa metabolitbw (co, w ndly
zasadyDosis facit venenumoze by zabdjcze dla organizmu) a przede wszystkim zagabie
marnotrawieniu energii na prowadzenie procesowreki® zbedne. | tak, w przypadku
szlakbw metabolicznych, rolinhibitorow czsto petny ich kaicowe produkty, ktére na
zasadzie ujemnego sprenia zwrotnego hamayenzym katalizujcy pierwsz reakcg danego
szlaku (w czym znowu przejawigaszczdnasé natury).

Inhibicja maze by nieodwracalna - polegana trwatym zwiazaniu casteczki
inhibitora () z enzymem, 4z maze mig charakter odwracalny, kiedy utworzony kompleks
enzym-inhibitor E-1) szybko dysocjuje. Zjawiskoinhibicji nieodwracalnej jest
wykorzystywane w dziataniu niektorych antybiotykéw na przykiad penicylina blokuje
transpeptydaz— enzym niezédny do syntezy bakteryjnycitian komorkowych.

Podczas inhibicji odwracalnej czsteczka inhibitora jest czasowo gzana
z miejscem aktywnym enzymuadyz z innym centrum allosterycznym. W inhibicji
o charakterzekompetytywnym, inhibitor, charakteryzacy sk podobn struktug do

substratu, rywalizuje z nim o miejsce w centrumyakiym:
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YAI
\ E-I forma zdezaktywowana enzymu

W zalenosci od stosunku sten substratu i inhibitora, jeden z tych zwkow wygrywa
rywalizack o miejsce aktywne. Przy dym nadmiarze substratu wptyw inhibicji
kompetencyjnej mae by catkowicie zniesiony.

W inhibicji niekompetytywnej w strukturze enzymu istniejoddzielne miejsca
wigzania substratu i inhibitora, jednakasteczka ze zwrzanym inhibitorem zmienia swpj
konformacg tak, ze niemaliwe jest juz wigzanie substratu, lub zgaany substrat nie me

by¢ przeksztatcony w produkt reakcji:

E-S/
E iy/' w E-I-S

zdezaktywowane
enzymu

P+E

W inhibicji niekompetytywnej tworzone gsdwa typy komplekséw enzym - inhibitor:
kompleksE-I, w ktérego skiad wchodzczasteczka enzymu i inhibitor, oraz komplekd-S
powstajicy, gdy z casteczlk enzymu jest rownoczeie zwihzany inhibitor i substrat.
Aktywnos¢ enzymow zaley réwniez od intensywnych parametrow srodowiska.
| tak, przebieg reakcji enzymatycznych, podobnieviszystkich reakcji chemicznych, silnie
zaleey od temperatury, co jest efektem zmiany aktysenobioracych w niej udziat
czasteczek. Wplyw temperatury na szybkéé reakcji chemicznejk opisuje réwnanie
sformutowane przez Svante Arrheniusa, szwedzkiegmnika, w 1889 rokl

8 Oprocz ww. réwnania, na cigeArrheniusa zostaty tenazwane: laboratorium na Uniwersytecie
Sztokholmskim i ... krater na ksiycu. Wynika to z wszechstronnych zainteresowaukowca, ktéry zajmowat
sie rowniez toksykologs, geologi, astronomy i astrofizyks. Nalezatoby tu réwnie wspomni€ o czynnym
zaangaowaniu Arrheniusa w tworzenie Narodowego Insty@inlogii Ras w Uppsali$tatens Institut for
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k = Alexp- E, / RT) (19)
Gdzie A — stata (czynnik przedwyktadniczy)

E, — energia aktywacji

R — stata gazowa
Zgodnie z regut van't Hoffa, wzrost temperatury o k@e 10°C powoduje 2-4-krotny wzrost
szybkdci reakcji. Oczywdcie, w przypadku reakcji enzymatycznych nie jestzime
nieograniczone zwkszanie temperatury, gdyprowadzitoby to do dezaktywacji enzyhu
Enzymy biatkowe s szczegdlnie wrdiwe na denaturagjtermiczry, ktéra prowadzi do
zniszczenia ich trzeciogdowej struktury, kluczowej dla dziatania miejscayaknego.

VvV 4

szybkosé¢ reakcji
chemicznej

racja
enzymu

0 Topt Thax T

Rysunek 4. Wplyw temperatury na aktywndé enzymu. Na wykresie przedstawiono jak szylkaeakcji
enzymatycznej zmieniagsivraz ze wzrostem temperatury, zaznaczono temperapiymalm T, dla przebiegu
reakcji enzymatycznej oraz temperatumaksymalg T.., PO przekroczeniu ktérej napuje denaturacja
enzymu.

W przypadku enzymow wykorzystywanych przemystowiedi¢ regulacja szybkaoi reakciji
przy pomocy temperatury wydajes 9y¢ kuszacym rozwgzaniem, postuluje sistosowanie

Rasbiolog). Badania prowadzone w Instytucie wywarhzgduvptyw na rozwdj nazistowskiej eugeniki

i stanowity ,naukowe” uzasadnienie dla programundizacyjnego, realizowanego w Szwecji w latach 893
1976 (21 tysicy przymusowych sterylizacjil)

° Nawet niewielkie zmiany temperatury mogowodowa dramatyczny wzrost lub spadek aktywtio
enzymoéw, odczuwalny wy#aie przez organizm — diugotrwate stanyapakowe lub stany ostabienia
organizmu wynikaj ze zmiany temperatury ciata tylkat@°C! Juz tak niewielkie zmiany w temperaturze
znacaco wptywap na funkcjonowanie organizmu jako c&db Dalsze obrdanie temperatury ciata prowadzi do
hipotermii, czyli przechtodzenia. Ostre objawy Hgxanii, w tym sztywné¢ migsni i utrataswiadomaci,
pojawiap sie, gdy temperatura ciata spadnie do 30°C. Dalszélwgeenie, portej 28°C prowadzi démierci,
ktorej bezpéredni przyczym jest zbyt niska temperatura serca i mézgu. Wyctdagk organizmu zachodzi
znacznie (ok. 20-razy) szybciej w wodzie, ze wdglna jej weksze przewodnictwo cieplne. Szacujg sé
czas przegycia cztowieka w wodzie o temperaturze p@fil0°C wynosi tyle minut ile temperatura wody!
Doskonale ttumaczy to zag jednej z najwikszych tragedii morskich — na poktadzie zatopionego
transatlantyku Titanic zggho ponad 1500 osdb. W nocy 14/15.04.1912, kiedyidodo tragedii, temperatura
wody spadta bowiem do 0°C, co znaoz obnizylo szanse przgcia pasaerow statku.
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enzymow wyizolowanych z organizméw termofilnych. WCanetabolizm termofili jest
dostosowany do wysokich temperatur i ich biatgastbilne w temperaturachegajacych
80°C (a nawet 105°C dla hipertermofili!).

Czynnikiem istotnym dla szybKoi reakcji enzymatycznej jest Aesiezenie jonow
wodorowych w mieszaninie reakcyjnej. W zadesci od odczynusrodowiska rany jest
bowiem stopié@ dysocjacji reszt aminokwasowych, co begpdnio wplywa na
oddziatywanie enzymu z substratem (poprzez zegnkamformacji catego enzymu lub zmian
wiasciwosci jego miejsca aktywnego). Skrajne wddiopH mog nawet doprowadzi do

denaturacji enzymu.

'I.f.il.

denaturacja
enzymu

denaturacja
enzymu

™
ol

0 PHopt pH
Rysunek 5. Wplyw pH na aktywndé enzymu. Na wykresie przedstawiono jak zmiany pH wplyavaa

szybka¢ reakcji enzymatycznej. Zaznaczono optymalmartai¢ pH — pH,, przy ktérej reakcja przebiega
najszybciej oraz zakresy pH, w ktérych zachodziaderacja enzymu.

Enzymy dziataj wigc najefektywniej wscisle okrelonym przedziale pH, zateie od ich
struktury i charakteru oddziatywtaenzym-substrat. Untbiwia to na przykiad regulag
aktywndici enzymoéw dziatajcych w przewodzie pokarmowym (enzymy aktywne wisiln
kwasnym pHzotadka, jak pepsyna czy lipazatagdkowa, g dezaktywowane w dwunastnicy,

ktéra zawdzjcza swoje alkaliczné&rodowisko sokowi trzustkowemu).

lll. Immobilizacja enzymdw
l1l.1. Zalety i wady procesu immobilizacji

Jak ju wspomniano, enzymy madyy¢ stosowane w przendg w formie zawiesiny
(o r&znym stopniu czystai) lub w postaci immobilizowanejmmobilizacja jest procesem
polegajcym na uwgzieniu enzymu w pewnej oldlenej przestrzeni. Enzym
immobilizowany powinien charakteryzowai¢c aktywndcia katalityczna i by przeznaczony

do wielokrotnego stosowania.
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Termin enzym immobilizowany zostat precyzyjnie zdefiniowany dopiero w 1971
roku, w wiele lat po pierwszym praktycznym wykas@niu procesu immobilizacji. 2w
XVII wieku do produkcji kwasu octowego z etanolzywano bowiem bakteriAcetobacter
umieszczonych na wiérach bukowych. Z kolei enzymmmobilizowanego zyto po raz
pierwszy podczas | wojnywiatowej — wobec deficytu kwasu siarkowego prze@dzono
reakcg inwersji sacharozy w obecfwm inwertazy immobilizowanej na ¢glu aktywnym
(otrzymanym poprzez zglenie kaci).

Immobilizacjia enzymow  unmiwia  zwickszenie  wydajnéci  procesow
biotechnologicznyctf. Wydajnai¢ procesu mezemy zdefiniowa poprzez wydajng syntezy
produktu, czyli stosunek masy otrzymanego produkistosunku do masy substratu. Wzrost
wydajnaici procesu jest midiwy, poniewa immobilizacja zwiksza trwald¢ enzymow
i utatwia ich odzyskiwanie z mieszaniny reakcyjng, z kolei umaliwia ich wielokrotne
uzywanie w procesach prowadzonych w ukiadach okresbwib ciagtych. Enzymy
immobilizowane charakteryzujsic zwigkszory stabilngcia w zmieniajcych s¢ warunkach
pH i temperatury oraz ¥rodowisku rozpuszczalnikbw organicznych.

Z drugiej strony, w trakcie procesu immobilizacjiom nasipi¢ czesciowa
dezaktywacja enzymu. Enzym immobilizowanysio charakteryzuje sinizsz aktywndicia
niz enzym ,wolny” pracujcy w tych samych warunkath(aktywngci enzymu nie naley
myli¢ z ostateczm wydajnccia prowadzonego procesu). o to wynik& ze sterycznego
zablokowania centrum aktywnego, nievd@avych napezen w obrbie czasteczki enzymu a
takze mechanicznych uszkodzenzymu. Nie do pomiacia g tez opory dyfuzyjne, ktore
zmniejszay efektywne sfzenie substratu dociepmego do katalizatora, i tym samym
ograniczag sSzybkad¢ zachodacej reakcji. Naley tez pamitac o kosztach samej

immobilizacji, ktére musz by¢ uwzgkdnione w analizie ekonomicznej catego procesu.

19 |mmobilizacja mae tez wptywaé na wzrost wydajnii proceséw prowadzonych w obeénohomogenatéw
komdrkowych i catych komérek. Na przyktad wydajéoeakcji redukcji kodeinonu do kodeiny pod wptywem
wyciagu z maku lekarskiegd®@paver somniferujprosnie z 60% (reakcja w zawiesinie) do 70% (biokatebz
unieruchomiony weelu alginianowym) a nawet do ponad 80% wskutek itifizacji biokatalizatora w piance
poliuretanowej. Kodeina (metylomorfina) jest subsfa czynr o dziataniu przeciwbolowym

i przeciwkaszlowym. Podczas Il wojdwiatowej byta uywana jako substytut morfiny. Immobilizacja komdrek
na na@nikach jest z kolei wskazana w produkcji metabalitdtornych. Zagszczenie komérek wywotane
immobilizacp imituje warunki panujce w tkankach rdinnych (gradient poywki i metabolitéw, zwgkszona
odpornd¢ na uszkodzenia mechaniczne). | tak, wzrost prgdakaloidéw purynowych zaobserwowano po
immobilizacji komoérekCoffea arabicaw alginianie wapnia.

M Immobilizacja mae tez wplywaé na wzrost aktywnizi enzymow — taki efekt zaobserwowano w przypadku
enzymoOw katalizujcych reakcije stereoselektywnej estryfikacji i tiestsyfikacji, po ich unieruchomieniu
metod; sieciowania krysztatow enzymu.
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Alternatywrg w stosunku do immobilizacji metedinieruchomienia enzyméw, m®
by¢ prowadzenie procesu w reaktorze membranowym, quiziestrzé zagta przez enzym

jest ograniczona przez potprzepuszczairembrag.

[11.2. Metody immobilizacji enzymow

Metoda immobilizacji i wkaciwy doboér nénika determinuj wiasciwosci katalityczne
zwigzanego enzymu. Decydygj sk na okrélony typ nénika naley zwrdcic uwag: zarbwno
na wiaciwosci biochemiczne samego enzymu (w tym jego wiglkocharakter grup
funkcyjnych, aktywné¢ oraz pH- i termostabili$d), typ katalizowanej reakcji, jak
i charakterystyk fizykochemicza nosnika (jego stabiln& chemiczm i wytrzymataié
mechanicza, dostpne grupy funkcyjne, porowai@ stopié rozwiniccia powierzchni).

W zaleznosci od wybranej metody immobilizacji, enzym neoby zaadsorbowany na
nasniku lub zwigzany z nim wskutek oddziatywieelektrostatycznych. Jest to immobilizacja
fizyczna. Enzym mze rownie: by¢ immobilizowany chemicznie: tworgyz nanikiem
wigzanie kowalencyjne lub kyuwieziony w sieci tworzonej przez czynniki siecice.
Trzeci rodzaj immobilizacji, immobilizacja mechanma, polega na unieruchomieniu
enzymu w matrycy lub jego okapsutkowaniu. Podstaerawetody immobilizacji zostaty

przedstawione na Rysunku 6.
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Rysunek 6. Giéwne metody immobilizacji enzymdéw:A) immobilizacja fizyczna; B) immobilizacja
chemiczna; C) immobilizacja mechaniczna.

Immobilizacja fizyczna jest efektem niespecyficZamyoddziatywa pomkedzy

enzymem a rimikiem, ktore g efektem sit van der Waalsa, oddziatywelektrostatycznych,
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oddziatywa hydrofobowych i powstawania yaan wodorowych. Sita tych oddziatywigest
w ewidentny sposéb zalea odsrodowiska (sity jonowej medium, odczynu pH, st@pni
rozwinigcia powierzchni nénika). Pociaga to za sabtatwosé desorpcji enzymu i ograniczgn
trwatos¢ wobec zmieniajcych s¢ warunkowsrodowiska.

Zdecydowan zalety immobilizacji chemicznej nad immobilizacj opart na
oddziatywaniach niespecyficznych jest jejelasza trwatéé. Wigzanie kowalencyjne nie
by¢ tworzone bezpwednio pomgdzy grupami funkcyjnymi enzymu i goikiem albo
powstaw@ z udziatem 4cznika. Casteczki 4cznika g niezledne w procesie sieciowania
(okreslane @ wowczas mianem czynnikow siecjaych). Spéréd metod immobilizacji
mechanicznej na szczegdlruwag zastuguje kapsutkowanie enzymow w sztucznych
liposomach, czyli gcherzykach lipidowych, co umbwia tatwg inkorporacg enzymu

w btony biologiczne.

IV. Podstawowe informacje o inwertazie

Inwertaza (witaciwie B-fruktofuranozydaza, E.C. 3.2.1.26) jest enzymenklasy
hydrolaz (podklasa: glikozydazy), ktéry katalizugakcg rozkltadu sacharozy do glukozy
i fruktozy - tatwo przyswajalnych cukrow prostych) cziowieka, na wewgirznej
powierzchni komoérek nabtonkowych wgretajgcych jelito cienkie, wyspuja dwa typy
enzyméw umaeliwiajacych przeprowadzenie dwucukréw do tatwo wchtanialnyukréw
prostych — oprocz inwertazy, stwierdzono obdéntaktazy — enzymu, ktory katalizuje
reakcg hydrolizy laktozy do glukozy i galaktozy. Z koleiwertaza obecna \linie pszczot,
umazliwia im przeprowadzenie cukrow zonych obecnych w nektarze kwiatowym do
postaci monocukréw, warunkyg tym samym proces wytwarzania miodu.

Inwertaza jest wykorzystywana do celdéw komercyjnygldwnie w przemsle
spazywczym (w cukiernictwie). Przyktadem ra@ by¢ produkcja czekoladek z nadzieniem.
Nadzienie w formie statej, o dej zawartéci sacharozy i z dodatkiem inwertazy, jest
pokrywane warstw czekolady. W trakcie kilkudniowego (a czasami nawe
kilkutygodniowego) procesu ,dojrzewania” ngstije hydroliza sacharozy, prowaga do
uwolnienia cukrow prostych - w efekcie tego proceadzienie zostaje uptynnione.

Do celéw przemystowych, inwertaza jest otrzymywama komérek dradzy.

Najwyzszy aktywnai¢ tego enzymu stwierdzono w pH 4.5 i w temperat@Q¥C.
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