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ENZYMES EVERYWHERE, .

ENZIMOLOGIE

SUPORT DE CURS
INGINERIE BIOCHIMICA




Enzime

Enzymes = Nutrient Absorption = Longevity?!

* Enzimele, numite si
fermenti, intervin in
numeroase reactii
biochimice,
Tndeplinind rolul de
biocatalizatort, NS
imprimand o viteza it
mare de desfasurare e S St it g
proceselor biochimice
(sinteze, degradari, o
oxidari, reducert,
hidrolize, hidratari,
etc.); de activitatea lor
depinzand mai toate
functiile fiziologice




Reactiile enzimatice au fost folosite din timpurile cele mai vechi pentru
fabricarea vinului, a otetului, a berii si a branzei.

Lavoisier (1789) a facut un bilant de materiale al fermentatiei, aratand
ca oxigenul, hidrogenul si carbonul din zahar se regasesc in alcoolul si
dioxidul de carbon ce iau nastere.

Payen si Persoz (1833) au izolat, prin precipitarea cu etanol, prima
enzima: amilaza.

Un moment istoric deosebit de important este recunoasterea clara, de
catre Berzelius, in 1835, a caracterului catalitic al reactiilor enzimatice,
precum si a rolului esential pentru viata animalelor si a plantelor jucat
de aceste reactii.

In anul 1940, cercetatorul american Edward Howell a facut, in acelasi
domeniu, o si mai mare descoperire: cercetand substantele vitale
propriu-zise si anume, ENZIMELE, a dovedit ca ele sunt purtatori vietii
din orice organism viu, fiind deci si materia vie din alimentele noastre.




£ Premiul Nobel pentru Chimie 1907

«Pentru cercetarile sale in
domeniul biochimiei si
descoperirea fermentatiei far
microorganisme»

Eduard Buchner
Germania

Landwirtschaftliche Hochschule
(Agricultural College) Berlin,
Germania

n. 1860, d. 1917.
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Enzime - definitie

* Enzimele sunt catalizatori biologici (fermenti)

* Enzimele sunt in general proteine cu rol
biocatalitic

* >100 aminoacizi, >10kDa

* Au structura primara, secundara, tertiara,
cuaternara

Tehnici: cristalografie cu raze X, spectrometrie de
masa, fluorescenta, tehnici imunochimice, etc




Enzime

* Enzimele sunt esentiale pentru fiecare proces biochimic

Hofmeister, 1901:

“life is short and thus has to be catalyzed”
"Viata este scurta si, astfel, trebuie sa fie catalizata"

reactanti




Catalaza 2 H202 - 2 HzO + 02

Mareste viteza reactiei de:
Fe3* -1000

Hemoglobina = 1,000,000 200000 evenimente catalitice / secunda/subunitate
Catalaza —» 1,000,000,000 (aproape de limita de difuzie controlata).

Substrat = Hy0,

Reactia este
accelerata de un
miliard de ori!

Situs activ

Model molecular al catalazei




ENZIMOLOGIE

Biocatalizator
* medicina
* biologia moleculara
* industria farmaceutica
* ingineria genetica
* Industria textila
* microbiologia
» analize chimice
biotehnologia



Enzimele

maresc viteza reactiilor chimice posibile din punct de vedere
termodinamic prin scaderea energiei de activare si instalarea
mai rapida a starii de echilibru;

activitatea catalitica se manifesta la concentratii mici, mediul
de reactie continand concentratii relativ mari de substrat;

la sfarsitul transformarii se regasesc in mediu nemodificate
din punct de vedere cantitativ si calitativ.




Actiunea enzimelor

substrat “ produsi
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Cum functioneaza?

PRODUS

SUBSTRAT

- .‘_

SUBSTRAT
(unul sau mai multi) COMPLEXUL EN7Z

* Enzimele pun in contact subtraturile in centrul activ marind viteza la care acestea
reactioneaza




Centrul activ al enzimelor

* Centru activ= totalitatea gruparilor chimice din molecula
enzimei care recunosc, leaga specific si transforma molecula
de substrat

* Confera specificitate enzimelor pentru substrat

(A

(B) MNA Il || [ | -
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Nomenclatura

. In 1964, Comisia de Enzimologie a Uniunii Internationale de
Biochimie (IUB) elaboreaza normele ce stau la baza nomenclaturii si
clasificarii enzimelor. Conform acestor norme denumirea enzimelor
trebuie sa reflecte numele substratului supus transformarii sau
numele produsului de reactie si tipul de reactie catalizat de fiecare
enzima in parte, urmate de sufixul ,,aza”.

» catalaza - H,0,-oxidoreductaza
» celulaza - b-1,4-glucan-glucanohidrolaza, iar
» invertaza sau zaharaza - b-fructofuranozid-fructohidrolaza.

. Pentru unele enzime se pot utiliza si denumirile triviale atunci
cand acestea au intrat deja in uz, iar modificarea lor ar genera
confuzii (tripsina, pepsina, renina etc.).

. Denumirile uzuale se mai folosesc si atunci cand denumirile
sistemice sunt prea lungi, iar utilizarea repetata a acestora ar fi
deranjantd din punct de vedere stilistic. In asemenea cazuri nsa
trebuie mentionata cel putin odata denumirea stiintifica insotita de
codul numeric al enzimei dupa care se poate folosi denumirea
triviala.




ATP:D-gluco-6-fosfotransferaza

hexokinaza

Enzyme Commision

E.C.2.7.1.2

Caracteristica
subclasa individuala

sub-subclasa




Enzime- caracteristici

* Fiind proteine enzimele prezinta toate proprietatile fizico-chimice
ale acestor macromolecule. Datorita faptului ca actioneaza in celula
vie, enzimele mai prezinta o serie de proprietati ce diferentiaza net
cataliza enzimatica de cea chimica:

» eficienta catalitica a enzimelor este cu mult mai mare comparativ
cu cea a catalizatorilor chimici.

» enzimele actioneaza in conditii bldnde de temperatura, pH,
presiune osmotica etc., spre deosebire de catalizatorii chimici
care actioneaza in general, in conditii dure de reactie.

» Au o T°C si pH optim de functionare

» Nu sunt produse sau consumate in timpul unei reactii chimice

» Nu declanseaza o reactie chimica ci intensifica viteza reactiei
chimice

» Enzimele modifica viteza reactiei dar nu constanta de echilibru a
reactiei catalizate.




Specificitate

ENZYME
SPECIFICITY

‘ Complex E-S

B Substrat

C WILL NOT FIT
ENZYME SURFACE




Specificitate

- este determinata de interactiile necovalente (van der
Waals, electrostatice, legaturi de hidrogen, forte
hidrofobe) intre enzima si substrat, pentru formarea
produsului de reactie

- Complementaritatea geometrica si electronica, deci
specificitatea de actiune a enzimei, este data de
structura unei regiuni sau zone din moleculele
acestela (aminoacizi ai catenei peptidice apropiati
spatial) si gruparile functionale prezentate pe
substraturi. |




Specificitate

Cea mal importanta proprietate a enzimelor, total
neintalnita Tn cataliza chimica, o constituie Tnalta
specificitate de actiune a acestora, ceea ce inseamna
ca 0 enzima poate sa catalizeze transformarea unui
singur substrat sau a unui grup restrans de substante
inrudite structural. In functie de modul de manifestare,
specificitatea de actiune a enzimelor poate fi de mai
multe tipuri:

specificitate de reactie,
specificitate de substrat,
» absoluta,
~relativa,
»stereospecificitate etc.




SPECIFICITATE

O SINGURA REACTIE MAI MULTE REACTII

s H—
&fbt(fé/ TR




SPECIFICITATEA DE REACTIE

Specificitatea de reactie este tipul de specificitate cel mai des
intalnit si consta in capacitatea enzimelor de a cataliza un
anumit tip de reactie biochimica. Aceasta proprietate sta la
baza clasificarii enzimelor in sapte clase in functie de tipul de
reactie la care participa. Astfel,

o oxidoreductaza va cataliza un proces redox,
o hidrolaza va scinda hidrolitic substratul, iar

o ligaza va participa la o reactie in care se formeaza o noua
legatura covalenta carbon — carbon sau carbon — heteroatom.

O situatie aparte se intalneste in cazul proteazelor care prezinta
concomitent activitate peptidazica, amidazica si esterazica.
Aceste enzime catalizeaza insa reactii de scindare hidrolitica a
peptidelor, a polipeptidelor, amidelor si esterilor, aceste reactii
diferite avand loc in acelasi centru activ, dupa acelasi mecanism
de actiune.




Clasa EC Tip de reactie (Reaction . . o
p tie ( Descriere (Description) Exemplu de enzima
(Enzyme class) |type)
Catalizeaza reactii redox (oxidare- .
i . Ao .( . . | Lactat dehidrogenaza (LDH) —
EC 1 Oxidoreductaze reducere) si pot fi impartite in oxidaze si N
’ ’ > |converteste lactatul in piruvat
reductaze. g
Catalizeaza transferul sau schimbul Aminotransferaza (ALT) —
=EC 2 Transferaze . A . y S
anumitor grupari intre substraturi. transfera gruparit amino
. Accelereaza reactiile de hidroliza ale Tripsina — descompune proteinele
EC3 Hidrolaze z ’ z JTipsin pune p
substraturilor. in peptide
Promoveaza eliminarea unui grup din . . C
. S . |Piruvat decarboxilaza — elimina
EC4 Liaze substrat pentru a forma o legatura dubla ..
i - . _ CO: din piruvat
sau catalizeaza reactia inversa.
Faciliteaza conversia intre izomeri Fosfoglucoizomeraza — converteste
EC5 Izomeraze o . . .. A y
(izoizomeri, geometrici sau optici). glucozo-6-fosfat in fructozo-6-fosfat
Catalizeaza unirea a doud molecule . <
. - . |ADN ligaza — leaga fragmente de
EC6 Ligaze substrat Tntr-un compus molecular unic,
; ADN
cu consum de energie (ATP).
Catalizeaza transportul ionilor sau
moleculelor prin membrane sau ATP sintaza — transporta protoni si
EC 7 Translocaze o N — 3 ’
redistribuirea acestora in interiorul sintetizeaza ATP
membranei.
EC2
O‘V""’E"c‘:":""’m i e Hydrolases ( 1. Oxidoreductases f,(];} ””””

EC4
Lyases

Enzyme Commission (EC) Classes
I

(indicating the type of reaction catalyzed)

N

EC6
Ligases

EC5
somerases

ommm - <€y 4. Lyases

2. Transferases é Bl ----
3. Hydrolases 3 —

------
T g’ﬁ}? 6. Ligases

Enzyme
Commission
Numbers




Enzime- clasificare

red + Box on + Bred

- 1) Oxidoreductazele A

° - enzime ce catalizeaza reactiile de oxidoreducere (transfer de
electroni) ce au loc Tn organismele vii;

- Lactat dehidrogenaza

Oxygenases
Inoceposate oxypen
1eto cepanic substrates
Q P
s 4
| LDH A e,
CH—C—COOH +——p CH—CH—COOH g b
Dl U RN
NADH NAD+ \ " 4
O-I'/ \ o
%%f"'?‘e‘ w o
CO0~ iy, T, ¢ S
| FAD FADHs H_ _COO~ %“2\‘ / O
H-C-H \ / g |
| | B Succinate -00c” OH
CO0O~ dehydrogenase

Succinate Fumarate



Enzime- clasificare

- 2) Transferazele

* - enzime ce catalizeaza reactii o o
de transfer ale unor grupe de I A
atomi (C-, N-, P-)cepot fisi "™ "~ I T,
grupari functionale de la un - oo R
substrat la altul, fara ca aceste ot

grupari sa existe libere 1n

timpul procesulut; o i_o / \ ”

o NM;

0 o
N#

aspariate




Enzime- clasificare

+ 3) Hidrolazele

° enzime ce catalizeaza scindarea diferitelor legaturi
covalente din molecula substratului cu participarea
moleculelor de ap3;

O O

. PR

—O° Ry, —O0' R HO_ R
—Gﬁ,ﬁg Lipase, Hgﬂl —Uiﬂg i \g 3
—0._ _Rs —QOH

b

O




Enzime- clasificare

* 4) Liazele

* catalizeaza clivarea
legaturilor de tip C-C,
C-S, C-N cu rearanjarea

Acid piruvic

Kal:l':lg

ulterioara a valentelor; 4
=
o1
\E‘-’: 4; Lyaae%; [: |—|3
€ £ 4.1 Cleave carbon-carbon bonds | Acetaldehida

e EC 4.2 Cleave carbon-oxygen bonds |

e EC 4% Cleave carbon-mitrogen bonds ff

6 EC 4.4: Cleave carbon-sulfurbonds |
~ NH, N,

- py e
EC 4.5: Cleave carbon-halide bonds | & r‘ﬂ M
[+ y °c o o A {l P

. . a— M
e EC 4.6: Cleave phosphorus-axygen bonds x: ._l:. o é I-"’J:JI ﬂ —\\—* l ﬁ’fﬂ J
a3
. 1

&, EC 4.99: A group of ather lyases




Enzime- clasificare

* 5)Izomerazele

* - enzime care catalizeaza diferite reactii de izomerizare a
substratelor;

5. lzomeraze D ?
Hl::*”(!-é*i_?J Maleate isomerase (MI) ib“‘"CH
TDO@ Alaning Cﬂﬂ@ ” D - G ”
HN—C—H — NS - N A HC. -0 HC “cff'D
| ) | Cs 7o
CH, CH, I :
L-Alanine -Alanine 0 0
Maleate Fumarate

Structures of maleic and fumaric acid

H H H COOH
& N
/C = C< /C = C<
COOH COOH CcOOH H
Maleic acid Fumaric acid

(cis-isomer) (trans-isomer)




Enzime- clasificare

» 6)Ligazele sau sintetazele

° - enzime ce catalizeaza formarea unor noi legaturi
chimice C — C sau C- O, S, N Tn majoritatea cazurilor
utilizandu-se energia stocata in legaturile macroergice ale
moleculelor de ATP.

TOCGCGTERTTCOA
T R
ACGBGCGOGCALCA AGCCCACCT
T Seccond c
AGCTTCGGGTGG A
Linker
DMA ligase

FII'CITEIH
TGCGECGTGTTCGAAMAGCCCACCT

RURURURUNRREaREnnAnanei

ACGCGCACAAGCTTCGEGGGTGEA




Translocaze

in anul 2018, Comisia pentru Enzime (Enzyme Commission) a introdus
clasa EC 7: Translocaze, o noua categorie de enzime care faciliteaza miscarea
moleculelor, ionilor sau macromoleculelor prin membrane sau in compartimente
celulare.

Spre deosebire de celelalte clase de enzime, translocazele nu modifica
chimic substraturile lor. In schimb, ele catalizeaza translocarea (deplasarea),
folosind adesea surse de energie precum hidroliza ATP sau gradientul
electrochimic de ioni pentru a realiza transportul.

Principiile clasificarii translocazelor, conform Comisiei pentru Enzime:

Doar entitatile catalitice individuale pot fi clasificate ca enzime. Sistemele
enzimatice complexe care participa la transport trebuie sa includa in denumire
cuvantul ,sistem” (ex: sistem pompa de protoni).

Translocazele nu trebuie confundate cu enzimele care modifica substraturile. Spre
deosebire de oxidoreductaze (EC 1) sau transferaze (EC 2), translocazele transporta
substante fara a le altera structura chimica.

Numele sistematice ar trebui sa reflecte molecula transportata si sursa de energie
utilizata pentru transport. Exemple: pompe ionice dependente de ATP sau
simporteri care folosesc gradienti electrochimici.

Pe masura ce cercetarile avanseaza, noi translocaze continua sa fie descoperite si
clasificate. Baze de date enzimatice majore, inclusiv Expasy, recunosc in prezent
translocazele EC 7 ca o extindere oficiala a clasificarii enzimelor.




Translocaze

O translocaza este o enzima sau un complex proteic care ajuta la miscarea altor
molecule (cum ar fi proteine, ioni sau lipide) peste sau in interiorul unor membrane
celulare sau al altor structuri. Termenul este general si se refera la procesul de
translocatie, iar exemple specifice includ proteine care transporta precursorii proteici
in mitocondrii (cum ar fi complexul TIM- Translocase of the Inner Membrane si TOM-
TOM - Translocase of the Outer Membrane) sau enzime care ajuta la mutarea
fosfolipidelor in interiorul membranei celulare.

Roluri specifice ale translocazelor:

*Transportul proteinelor: Proteinele translocatoare ajuta la introducerea proteinelor
in mitocondrii sau la exportul lor din celule (in bacterii).

*Miscarea moleculelor: Aceste enzime pot cataliza transferul ionilor sau moleculelor
intre diferite parti ale celulei, de exemplu, intre "fata 1" si "fata 2" ale unei
membrane.

*Reglarea distributiei lipidelor: Unele translocaze ajuta la mutarea fosfolipidelor in
interiorul membranei celulare, influentand astfel distributia acestora.

*Mecanisme de miscare pe ADN: Termenul poate desemna si proteine care se misca
de-a lungul unei molecule de ADN, utilizdnd energie chimica. . =




SPECIFICITATEA DE SUBSTRAT

* Specificitatea de substrat consta in capacitatea de a cataliza
transformarea unui singur substrat, fiind total indiferente fata de
alte substante, chiar daca sunt inrudite structural cu substratul. n
procesul catalitic, la formarea complexului enzima-substrat, enzima
recunoaste conformatia structurala a intregii molecule de substrat, a
unei grupari functionale din aceasta sau o anumita legatura chimica
ce urmeaza a fi scindata. Acest tip de specificitate este conditionata
de complementaritatea structurala (spatiala si/sau electronica)
dintre molecula substratului si a centrului activ al enzimei.

* Tn functie de mecanismul de formare a complexului enzima-substrat,
acest tip de specificitate poate fi de mai multe feluri:

» specificitate absoluta de substrat,
» specificitate relativa de substrat,
» stereospecificitate etc.




Specificitatea absoluta de
substrat

* este intalnita la acele enzime ce sunt capabile sa recunoasca
structura chimica a unei singure specii moleculare, aceasta
reprezentand unicul substrat. De exemplu, ureaza prezinta o
specificitate absoluta de substrat, catalizand reactia de

scindare a ureei:

HoN-C-NH 5 4+ Hs0 - CO>, + 2NH3
[ ureaza
0

Uree + H,0 — 2NH; + CO,




Specificitatea relativa de
substrat

* se intalneste atunci cand enzima manifesta specificitate fata
de o anumita grupare functionala din molecula substratului,
sau fata de anumite legaturi chimice din structura acestuia,
fiind indiferenta fata de restul moleculei.

Substrat

/ﬂ 1

Situs activ
@

Enzima Complex enzima-substrat

—
Substrat - _,_\\_ Situs activ

|
|
L

L 4
\ /
\--,_ : o 4




Stereospecificitate

* se refera la capacitatea enzimelor de a recunoaste un anumit
izomer geometric sau optic. Acest tip de specificitate este
foarte des intalnit, dat fiind faptul ca majoritatea compusilor
organici contin atomi de carbon asimetrici, putand deci exista
sub forma celor doi antipozi optici.

Stereospecificitatea enzimelor
D-Enantiomer S-Enantiomer

2|9 "
B f

= X

[vl’ '_‘ : v “l = l: ;

-




STRUCTURA ENZIMELOR




Structura partii proteice

* Fiind proteine, enzimele prezinta aceeasi
organizare structurala specifica tuturor
proteinelor caracterizata prin structura primara,
secundara, tertiara si cuaternara.

_ _ Punti disulfitice
Legaturi de hid
egaturi de mdrogen _ - (structura tertiara)

(structura secundara)

Legaturi pepfidice
(structura primara)




Structura primara

* Structura primara este data de numarul, natura si succesiunea
resturilor de aminoacizi din catena polipeptidica. Acest nivel
de organizare structurala nu tine cont deci de aranjamentele
spatiale ale catenei polipeptidice:

O O
I I
HEN—CH—C—I'?I—(F[-I—C— ---- —ITI—(FH—C OOH
<’ R, H R H Ry '>
capéat N-terminal capéat C-terminal

* In structura primara, resturile de aminoacizi sunt unite prin
legaturi peptidice identice cu cele intalnite in structura
peptidelor.







Structura secundara

* Moleculele polipeptidice nu sunt filiforme ci ocupa un
aranjament spatial care determina structura secundara. Acest
nivel de organizare structurala se poate materializa in doua
moduri:

»structura helicoidalad (a-helix) generata de formarea
puntilor de hidrogen intre oxigenul carbonilic al unui rest de
aminoacid si hidrogenul iminic al altui rest de aminoacid din
aceeasi catena polipeptidica si respectiv

» structura B-pliata cand legaturile de hidrogen se formeaza
intre atomi oxigenul carbonilic al unui rest de aminoacid si
hidrogenul iminic al altui rest de aminoacid dar sunt
intercatenare.







Structura tertiara

* Este data de superspiralizarea catenei (catenelor) polipeptidice intr-o
structura spatiala complexa sub forma de ghem (globuld).
Superspiralizarea este generata de formarea puntilor disulfidice intre
resturi de cisteina aflate in locuri total diferite ale catenei
polipeptidice. Majoritatea proteinelor native au o structura spatiala
compacta determinata de dimensiunile si polaritatea resturilor de
aminoacizi precum si de succesiunea acestora 1in catenele
polipeptidice componente.

* Acest nivel de organizare structurala reprezinta rezultatul
interactiunilor dintre resturile aminoacizilor din catenele
polipeptidice. Structura tertiara este definita ca fiind forma
structurala ce rezulta prin superspiralizarea a doua sau mai multe
catene polipeptidice ce contin fragmente a-helicoidale si B-pliate intr-
o arhitectura spatiala complexa sub forma de ghem sau globula, fiind
deci direct dependenta de nivelul primar si secundar de organizare
structurala.




Structura tertiara




Observatie! Dezorganizarea structurii terfiare, care este foarte complexa si variata, determina
pierderea proprietatilor biologice ale proteinelor!

(r T~
£ "o

- T > van der Waals interactions

Py (dispersion forces) act between

e e® hydrophobic side branches.

e
o
kG

Polypeptide back bone

™
y

CHZ_S 5 —C -

Disulfide link o
(covalent bond) -

- CHz_CHz CH;-CHs- NHS\O_&_CHz -
lonic bond L




Structura cuaternara

* Structura cuaternara este cel mai inalt nivel de organizare
structurala. Prin structura cuaternara se intelege asocierea a doua
sau mai multe catene polipeptidice (monomeri, protomeri), fiecare
cu structura ei primara, secundara si tertiara, intr-o arhitectura
spatiala complexa (oligomeri). Subunitatile componente ale unei
macromolecule proteice cu structura cuaternara pot fi separate prin
metode specifice, relativ blande, fara ruperea vreunei legaturi
covalente.

» Stabilizarea structurii cuaternare se realizeaza prin formarea de
interactiuni intre subunitati, pe seama grupelor functionale libere
ionizate, gruparilor hidrofobe, grupelor sulfhidrilice etc. Molecula
tinde sa formeze, atat in interiorul ei cat si cu moleculele solventului,
un numar de legaturi cat mai mare posibil, deci tinde spre un nivel
minim al energiei libere si o stabilitate maxima. Pentru majoritatea
enzimelor, acest nivel minim de energie este atins spontan si
corespunde conformatiei lor biologic active




Structura cuaternara




Structura enzimelor

) G D
(& F R
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Structura secundara

Structura tertiara

Structura canaternara



Structura enzimelor



TIPURI DE ENZIME

- enzime monomere - sunt formate dintr-un singur lant polipeptidic

- enzime oligomere - sunt formate din doua sau mai multe lanturi
polipeptidice asociate intr-o macromolecula compacta (structura
cuaternara)

- Sisteme multienzimatice

- Wl >

Cofactor

Apoenzyme

Holoenzyme



Structura enzimelor

« Apoenzima-enzima, care devine activa
numai la unirea cu anumite substante de
natura non-proteica;

» Coenzima-sau cofactor - substanta de
natura non-proteica, ce-i confera activitate
enzimatica apoenzimei;

* Holoenzima-macromolecula rezultata in
urma unirii coenzimei cu 0 apoenzima.




Cofactorul

* Organizeaza spatial molecula enzimei astfel
Incat centrul activ sa actioneze specific
asupra substratulul.

- Complexul catalitic enzima-cofactor se
numeste haloenzima. Cofactorii pot sa fie de
natura anorganica sau organica
(coenzime=factori de crestere)

- Daca din holoenzima se indeparteaza
cofactorul, proteina ramasa este inactiva din
punct de vedere catalitic si se numeste
apoenzima




Structura enzimelor

Coenzime

5“""‘“" Emymo-smmu pmdm

(AR TR T R TY,

Enzymo Catalyzed Reaction

Coenzima Q

(C—0=C—CH A H
|
H, H CH,




Coenzimele

- alcatuiesc o grupa de substante extrem de heterogena
structural.

- coenzimele se impart in patru clase principale:
»coenzime de natura alifatica,

»coenzime de natura aromatica,

»coenzime heterociclice si

»coenzime cu structura nucleozidica si nucleotidica.

active site substrate

COBIMIYITIE




|lzoenzime

- Sunt forme moleculare multiple ale unei enzime care
catalizeaza aceeasi reactie chimica (prezinta
fenomenul de polimorfism). Au originea In aceeasi
celula, tesut sau lichid biologic dintr-un organism.

- Chiar daca izoenzimele manifesta specificitate fata de
acelasi substrat si activitate catalitica identica, ele au
configuratii diferite si unele proprietati fizico-chimice
diferite: mobilitate electroforetica, cinetica de reactie,
mod de inhibare, pH optim de actiune, actiunea asupra
substraturilor secundare

- Exemple:
- lactat dehidrogenazele (LDH) - 5 izoenzime
- creatinkinaza (CK) - dimer




Sisteme (complexe) multienzimatice

- se obtin prin asocierea mal multor molecule de enzime
prin intermediul legaturilor necovalente, In vederea
participarii la reactii enzimatice succesive sau cuplate,

- produsul primei reactii enzimatice devine substratul
enzimei urmatoare si asa mai departe, pana la
obtinerea produsului final

Substrat A i C M Produs

unde E,, E,,..., E_-enzime; A, B, C,...,M - intermediari




Enzime




Heteroenzima = Apoenzima + Cofactor

Apoenzima fiind proteina are toate nivelurile structurale.
Structura primara este stabila, determinata de secventa aminoacizilor din lantul polipeptidic.

Structura secundara reprezinta procentul de configuratie spatiala a-helix (in special) stabilizat prin legaturi
de hidrogen.

Structura tertiara se refera la asamblarea formelor elementare in spatiul tridimensional si plierea catenelor
polipeptidice. Majoritatea aminoacizilor polari se dispun la exteriorul moleculei, iar aminoacizii nepolari la
interior, formand o zona hidrofoba interna.

Structura cuaternara apare la majoritatea enzimelor care sunt alcatuite din mai multe catene polipeptidice
identice (enzime homomultimerice) sau diferite (enzime heteromultimerice), asocierea protomerilor
facandu-se prin legaturi de hidrogen, interactiuni electrostatice, forte Van der Waals.

Ca orice proteina, enzimele se pot denatura ca urmare a unor modificari la nivelul structurilor secundara si
tertiara.

Componenta proteica a enzimelor se caracterizeaza prin urmatoarele:

* este nedializabila si termolabila;

* confera specificitatea de substrat pentru activitatea unei enzime;

* contine situsul catalitic si pe cel la care se leaga efectorii in cazul enzimelor allosterice;
* determina legarea substratului la situsul catalitic si a efectorilor la alt situs.
Caracteristicile cofactorilor

* Cofactorii sunt compusi cu structura chimica variata derivati de la vitamine sau ioni metalici, legati mai
labil de partea proteica (coenzime) sau fiind intim asociati cu aceasta prin legaturi covalente (grupe
prostetice). Acestia se caracterizeaza prin urmatoarele:

* sunt termostabili;

* sunt dializabili;

* sunt indispensabili pentru desfasurarea activitatii enzimei;
* confera specificitatea de reactie pentru o enzima;

* intervin in reactie inducand conformatia optima a enzimei, favorizand aranjamentul adecvat reactiei sau
transferand electroni sau grupe chimice.




Centrul activ al enzimelor

« Apare sub forma unel despicaturi Tn apoE captusita cu AA
hidrofobi , apa fiind exclusa Tn mare parte

 Contine si aa polari esentiali Tn procesul de cataliza

* Pe langa resturile catalitice aflate Tn centru activ, care participa
direct la transformarea S, apoE contine si asa-numitele resturi
de specificitate, unde sunt prezenti aa cu rol in recunoasterea S

» EX. ribonucleaza scindeaza ARN

» Centrul activ prezinta: resturi catalitice (His 12 si His 119) si
resturi de specificitate: intre aa 31-41 exista 5 aa bazici care
recunosc ARN cu caracter acid




Centrul activ al enzimelor

 Contine: Ser, Cys, His, Tyr, Lys

» Enzimele alosterice contin pe langa
centrul activ si centrul alosteric;

« Aicl se fixeaza efectorii alosterici
care nu intervin direct in cataliza, dar
pot influenta procesul catalitic prin
modificarea conformatiel spatiale a
enzimel

Active site

Substrate Allosteric
fits into the site empty
aclive site v =

The inhibitor
molecule Is
ahsent

Conformatio;wl change

!
l Inkibitor

Substrate molecule t
cannot fit into IS presen

the active site

Inhibitor fits into
allosteric site




Centrul activ al enzimelor

enzyme's active site .

allosteric f*

%

activator %
substrate

allosteric
binding site | &

Regulator
{Inhibitor)

Inactive form
of the enzyme
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Centrul activ al enzimei

Regiunea care leaga efectiv substratul.
Reprezinta doar o mica parte din enzima.

Este format dintr-o secventa de aminoacizi apartinand
unor regiuni diferite ale enzimel.

Formeaza, de obicei, o despicatura sau un buzunatr.

Substratul este legat prin multiple interactiuni slabe.
carboxipeptidaza

Active
site
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Tn functie de rolul jucat in procesul catalitic, resturile de aminoacizi ce alcituiesc
catenele polipeptidice ale enzimelor monocomponente, precum si cele ale
apoenzimelor enzimelor bicomponente pot fi clasificate in mai multe grupe astfel:

grupdri de contact reprezentate de acele resturi de aminoacizi implicate direct
atat in fixarea substratului in vederea formarii complexului enzima-substrat (ES)
cat si in realizarea actului catalitic. Aceste resturi sunt localizate in catenele
polipeptidice in zone diferite dar, prin formarea structurilor de ordin superior,
devin vecine;

grupadri conformationale, adica acele resturi de aminoacizi care nu fac parte din
centrul activ, nefiind deci implicate direct in procesul catalitic, dar care asigura o
conformatie spatiala caracteristica fiecarei enzime, absolut necesara realizarii
procesului catalitic;

grupari auxiliare sunt reprezentate de resturile de aminoacizi cu anumite
proprietati fizico-chimice (de exemplu hidrofile sau hidrofobe), proprietati ce
joaca un anumit rol in cataliza desi nu participa direct in legarea substratului;

grupari indiferente reprezentate de ceilalti aminoacizi care nu participa in nici un
fel la realizarea procesului catalitic, ele putand fi clivate sau inlocuite fara
pierderea activitatii enzimatice. Desi se numesc indiferente, aceste grupari
confera totusi enzimelor anumite proprietati (solubilitate, stabilitate etc.) care
faciliteaza actiunea enzimei asupra substratului, atat in vivo cat si in vitro.
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In vederea formrii complexului Michaelis, intre enzima si
substratul sau pot lua nastere urmatoarele tipuri de legaturi:

- legaturi coordinative care apar in complecsii metaloenzimelor. Ele se
realizeaza prin punerea in comun a electronilor neparticipanti ai atomilor
de oxigen si azot din apoenzima si reprezenta cele mai puternice legaturi
ce se pot forma intre enzima si substrat;

- legaturi de hidrogen care se formeaza intre atomii de hidrogen si atomii
cu caracter electronegativ, in special cei de oxigen si azot. In general, in
timpul formarii complexului Michaelis ia nastere un numar relativ mare de
punti de hidrogen;

- atractii electrostatice care iau nastere datorita existentei unei grupe
functionale libere ce ionizeaza la pH fiziologic. Un rol important in
realizarea acestor interactiuni il joaca, in primul rand, gruparile aminice
libere ale resturilor de lizina si arginina si gruparile carboxilice ale
resturilor acizilor aspartic si glutamic;

- interactiunile hidrofobe au loc cu precadere in cazul substratelor cu
caracter hidrofob, iar apoenzimele participa in formarea acestor
interactiuni prin resturile aminoacizilor aromatici sau alifatici cu catena
lunga;

- transferul de sarcina se realizeaza atunci cand substratul si enzima
poseda structuri bogate si respectiv sarace in electroni.
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Suport video

« https://www.youtube.com/watch?v=LKiXfqgaWNHI



https://www.youtube.com/watch?v=LKiXfqaWNHI

Centrul alosteric. Enzime alosterice

* Unele enzime poseda si un alt centru (sau alte centre) decat
cel activ numit centru alosteric (allo stereos —alt loc)

* Centrul alosteric are o pozitie spatiala pentru fixarea
metabolitului reglator, numit efector sau modulator

* Modulatorii se fixeaza necovalent si pot fi: activatori sau
inhibitori

* Enzimele cu centrul alosteric se numesc enzime alosterice sau
reglatoare

* La fixarea modulatorului, enzimele alosterice 1si modifica
conformatia. Modulatoru accelereaza sau inhiba utilizarea
substratului de enzima respectiva. G
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Efectorii allosterici

Initial, termenul de alosterie era atribuit fenomenului de modificare a
conformatiei unei enzime ca urmare a interactiunii sale cu o anumita substanta,
legarea acesteia avand loc intr-o zona diferita de situsul activ.

Transformari le in vivo nu sunt de obicei formate dintr-o singura reactie
enzimatica ci reprezinta succesiuni de reactii care alcatuiesc o asa-numita cale
sau secventa metabolica:

S i» P1i>P2—E°*—>----i> p
In aceste secvente, produsul reactiei ce are loc sub actiunea enzimei E,
reprezinta substratul enzimei E, s.a.m.d., iar produsul final P este considerat
produsul caii metabolice date. In desfasurarea acestor transformari, daca
produsul final P se acumuleaza intr-o cantitate mai mare decat cea fiziologic
normala, el inhiba activitatea enzimei E, care declanseaza secventa metabolica
respectiva, in asa fel incat intreaga cale este stopata.

Acest tip de inhibitie difera total de celelalte forme de inhibitie si poarta numele
de retroinhibitie sau inhibitie de tip feed back. Ea are loc in urma interactiunii
produsului final P cu o anumita zona din geometria enzimei E, distincta de
centrul activ, zona numita centru alosteric. In urma acestor interactiuni este
modificata conformatia moleculei de protein-enzima, deci si a centrului sau
activ, cu repercusiuni asupra capacitatii catalitice. P—

™
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Centrul alosteric, Enzime alosterice

* Studiul enzimelor alosterice a demonstrat ca ele prezinta unele proprietati comune:
- prezinta structura cuaternara;

- nu respecta, de regula, cinetica Michaelis-Menten (sunt enzime
nemichaeliene);

- pot suferi modificari conformationale fara pierderea activitatii catalitice, aceste
modificari fiind detectabile prin masuratori fizice sau cinetice;

- joaca, in general, un rol de reglare a metabolismului, in special in caile de
biosinteza.

Enzimele allosterice prezinta doua situsuri: situsul catalitic la care se leaga
substratul si situsul allosteric la care se leaga efectorul allosteric, activator sau inhibitor

Situs catalitic mnapt

pentru legarea
subﬁualulm

Situs catalitic h&,b,ml — '/
Situs allosteric
\ Situs catalitic
Substrat

Efector allosteric

L t Efector allosteric
3'""‘ @ Efector allosteric it

allosteric




Enzime alosterice. Efectori alosterici

» Sunt proteine oligomere alcatuite din mai multe subunitati
Identice sau diferite, in numar par

- Reactiile catalizate sunt endergonice si Ireversibile;
Imprima sensul unic al cailor metabolice din care fac
parte

* Intervin In prima etapa a unui lant de reactii, asigurand
controlul intensitatii procesului si ireversibilitatea lui

- Flecare monomer poseda un centru activ; fixarea S pe una
din subunitati influienteaza legarea lui pe celelalte prin
fenomenul de cooperativitate




Enzime alosterice. Efectori alosterici

- Pe langa centri activi, monomerii prezinta si centri
alosterici de care se vor lega efectorii alostericli

- Efectorii alosterici sunt compusi cu masa moleculara
mica, fara analogie cu S si care activeaza reactiile
enzimatice (efectori pozitivi) sau le inhiba (efectori
negativi)

- Efectorii alosterici sunt prezenti la locul de actiune al E
variind doar concentratia lor

- Enzimele alosterice sunt inhibate de produsul de reactie
prin retroinhibitie sau inhibitie feedback




Reglarea activitatii enzimatice

Sucdnate

Negative feedback on
succinate dehydrogenase

Simple competitive inhibition

Reglarea alosterica prin feedback
negativ

Oxaloacetate




Reglarea activitatii enzimatice

Positive feedforward on
pyruvate kinase

] )

Allosteric activation

Reglare allosterica prin feed back
pozitiv




Piata de desfacere enzime
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Comercializare enzime

Precedence  |ndustrial Enzymes Market Share, By Region, 2024 (%)

B North America

m Europe

m Asia Pacific

Latin America

MEA

Source: https://www.precedenceresearch.com/industrial-enzymes-market




Utilizari pe domenii

51%

A
11%

Y

3% Amni

Piata enzimelor se poate diviza in mod artificial in trei sectoare principale
Industrie: detergenti, amidon, alcool, combustibili, textile, hartie, piele, produse chimice ..
Alimentatia animalelor: xilanaza, glucanaza, etc

Alimentatie umana

Cele trei mari sectoare

_g B0 4 ST ) N ! (S N I o Industrie
w O Alimentatis numana
g e e N e e N & Alimentatia animalelor
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Factori care influenteaza metodele utilizate la
izolarea si purificarea enzimelor

* Metodele utilizate la izolarea si purificarea enzimelor sunt comune cu cele
utilizate in studiul proteinelor in general.

* Spre deosebire insa de proteinele necatalitice, in cazul enzimelor trebuie
evitata nu numai denaturarea ci si inactivarea lor.

* Principalii factori ce inactiveaza enzimele in timpul acestor proceduri
sunt:

temperatura si
pH-ul mediului.

Tn afara temperaturilor ridicate si a valorilor extreme de pH, enzimele sunt
puternic afectate si de modificarile bruste ale acestor factori.

modificarea tariei ionice a mediului are influenta asupra capacitatii
catalitice a enzimelor prin afectarea structurii chimice a biocatalizatorului.

prezenta in mediu, chiar in concentratii mici, a inhibitorilor si activatorilor
influenteaza capacitatea catalitica a enzimelor.

Un factor extern ce poate influenta puternic activitatea enzimelor il
reprezinta contaminarea microbiana, motiv pentru care operatiunile de
separare si purificare trebuie efectuate cat mai repede posibil.




Obtinerea enzimelor

Din punctul de vedere al localizarii lor, enzimele se clasifica in
doua grupe principale:

a) enzime solubilizate in diferite lichide biologice (sange, lichid
cerebrospinal, lichid interstitial, saliva, citoplasma, mediu de
cultura pentru microorganisme, seva etc.);

b) enzime fixate pe diferite structuri tisulare si subcelulare. n
acest din urma caz, multe enzime sunt puternic legate de
diferite componente ale membranelor biologice, facind parte
din structura lor.

Alegerea sursei optime pentru izolarea si purificarea unei
enzime date se face in functie de mai multe criterii (Localizarea
enzimelor in organe, sursa trebuie sa contina cantitatea maxima
de enzima ).




Tipuri de enzime

Substrat Produs

Bl Produs

activa

Enzima

Substrat

Enzime solubilizate Enzime fixate




Liza celulara (celule integre si
fara perete celular)

Y. Perete celular

Protoplast

Stadiu incipient . "}‘.::j
Mmebrana celulara .




Enzime indicator

Intr-un tesut localizarea unor enzime este diferita, iar in fiecare celula enzimele sunt localizate preponderent
sau exclusiv in anumite organite celulare, prima operatiune a tehnicilor de izolare o constituie omogenizarea
tesutului si separarea formatiunilor subcelulare respective prin centrifugare diferentiata. Desi majoritatea
enzimelor se intalnesc in mai multe organite subcelulare, tesuturi, organe si respectiv lichide biologice,
exista enzime localizate exclusiv intr-o formatiune subcelulara fiind enzime indicator pentru fractiunea
subcelulara respectiva. Principalele enzime indicator sunt urmatoarele:

a) nuclee:
- ARN-polimeraza ADN-dependenta;
- ATP : NMN-adenoziltransferaza.
b) mitocondrii:
- monoamin-oxidaza;
- adenilat-kinaza;
- componentele catenei respiratorii.
c) peroxisomi:
- catalazele;
- D-aminoacid-oxidazele;
- peroxidazele.
d) lisosomi:
- fosfomonoesteraza acida;
- catepsinele.
e) microsomi:
- oxidaze NADPH-dependente;
- citocrom bs-reductaza.
f) citosol.
- aminoacil-ARN,-sintetazele;
- acil-CoA-sintetazele;
- transcetolaza;
- fosfofructokinaza.




Criterii pentru alegerea sursei optime pentru izolarea si
purificarea unei enzime

Strategia de alegere a unui material biologic pentru extragerea
unei enzime utilizabile in diferite scopuri sau pentru studiul ei
este necesar sa se tina cont de o serie de factori cum sunt:

* abundenta enzime;
* disponibilitatea si pretul de cost;
* localizarea enzimei;

° caracterizarea sursei.




Pentru alegerea unei metode de obtinere a unei
enzime trebuie aleasa sursa care raspunde cel mai
bine cerintelor de izolare cu o

activitate catalitica maxima adica enzima
prezenta sa nu fie degradata sau inactivata

puritate maxima posibila adica nu trebuie sa
contina alte enzime sau molecule mari

randament maxim posibil rezultat din
procentul de activitate recuperata
comparativ.  cu activitatea  extractului
original.




Metode blande

Liza celulara Ruperea osmotica a membranei celulare

Liza enzimatica Ruperea peretilor celulari; eliberarea continutului celular in mediu.

Celulele sunt dezintegrate intr-un spatiu ingust existent intre pistil
si peretii de sticla;, membranele celulare sunt rupte datorita
fortelor care apar;

Omogenizator Potter- Elvehjem

Metode moderate

Omogenizator cu cutite (Warning blendor) Membranele sunt taiate cu ajutorul unor lame care se rotesc

Membranele sunt indepartate prin actiunea abraziva a particulelor

Mojarare in prezenta de nisip, alumina sau perle de sticla ! .
de nisip sau alumina

Metode severe

Celulele sunt fortate sa treaca prin orificii mici la presiuni foarte
mari astfel incat fortele de rupere afecteaza integritatea
(French press) membranelor

Presare

Celulele sunt echilibrate cu un gaz inert la presiune mare, ceea
ce determina ruperea membranelor si eliberarea continutului
celular

Decompresiune exploziva

Vibratiile rapide realizate cu ajutorul perlelor de sticla conduc la
indepartarea peretilor celulari

Macinare cu bile
(bead mill)

Tratarea suspensiilor celulare cu frecvente sonice determina
ruperea membranelor

Ultrasonicare

Ruperea legaturilor de hidrogen si a celor hidrofobe realizate intre
enzime si alte componente precum si a membranelor ca urmare a
inghetarii apei.

Inghet-dezghet repetat



Origine:

° animala,

* vegetala sau

° majoritar microbiana

* 80% din enzimele industriale sunt hidrolaze utilizate pentru
depolimerizarea substantelor naturale (amidon, glicogen, etc).Dintre
acestea:

-60% proteaze, utilizate pentru detergenti, produse lactate
-30% carbohidrataze: panificatie, alcool, amidon, textile ..
-10% enzime utilizate in chimie analitica, farmacie, sinteza ...

Tn procesul de obtinere al unei enzime dificultatile ridicate se datoreaza
faptului caexista cantitati foarte mici de enzime disponibile: intre 0.01 la
1%

Enzimele industriale sunt slab purificate
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Obtinere de enzime vegetale ‘i

* Papaina
» este sintetizata de o planta din zonele tropicale (Carica papaya)

» este o enzima tiolica ce contine 211 resturi de aminoacizi si are o masa
moleculara de 23 kD. Temperatura optima de actiune se situeaza intre
55 — 60°C, enzima avand o termostabilitate crescuta (denaturarea
termica se observa abia la 65 — 70°C), iar pH-ul optim se Tnscrie in
domeniul de pH 5,0 — 7,0 ceea ce faciliteaza utilizarea sa in diferite
procese biotehnologice.

» pentru obtinerea industriala a papainei pure se recolteaza latex-ul care
se depoziteaza la rece (+4°C). Pentru inlaturarea impuritatilor se
dilueaza cu apa distilata, se agita si se centrifugheaza sau se filtreaza pe
kiesselguhr, dupa care se liofilizeaza sub vid la 50°C.

» din cele aproximativ 300 de tone cat este consumul anual, aproximativ
75% reprezinta consumul in industria berii, 10% in industria carnii, 5% in
fabricarea hidrolizatelor de peste si capuri de pasare pentru nutritia
animalelor, 2% fin industria chimico-farmaceuticd etc. Preparatele de g% &
papaina imobilizata se folosesc la hidroliza latex-ului de arahide, 3= L.i
hidrolizatele obtinute utilizandu-se la stabilizarea fizico-chimica a e
sucurilor de struguri si mere. i



Enzimele de origine animala

> in prezent, dintre enzimele de origine animala, cea mai mare importanta
pentru industrie o prezinta pepsina porcina si bovina. Pepsina bovina este
un constituent normal al cheagului, secretia sa fiind abundenta dupa
intarcare.

» pentru obtinerea sa se utilizeaza mucoasa gastrica de porc unde pepsina
se gaseste sub forma precursorului sau inactiv numit pepsinogen. Pentru
obtinerea pepsinei se pot utiliza mai multe metode, cea mai des folosita
fiind extractia, din mucoasa raclata, cu apa distilata acidulata cu acid
clorhidric in prezenta de cloroform. Dupa filtrare se concentreaza prin
liofilizare, obtinandu-se o pulbere alba, solubila in apa

» activitatea catalitica este considerabila in intervalul de pH 1,0 — 4,0 cu un
pH optim de actiune de 1,8 dar care poate insa oscila in functie de natura
substratului. La temperaturi mai mari de 55°C pepsina aflata in solutie
apoasa este termolabila

» pepsina se foloseste in industria bauturilor racoritoare, in industria berii
la stabilizarea coloidala in timpul pasteurizarii "




Enzimele de origine microbiana

Obtinerea enzimelor de origine microbiana a luat o amploare
deosebita dupa clarificarea mecanismelor de biosinteza a
enzimelor de catre microorganisme. Spre deosebire de sursele
de origine vegetala si animala, folosirea surselor microbiene de
enzime prezinta unele avantaje majore:

— productia de enzime de natura microbiana nu depinde de
conditiile climaterice si geografice;

— se utilizeaza materii prime regenerabile ce pot fi reprezentate
deseori de deseuri din alte industrii;

—randamentele pot fi marite prin optimizarea conditiilor de
cultivare si prin alegerea de tulpini microbiene performante.

Toate aceste avantaje au facut ca productia mondiala de enzime
de origine microbiana sa cunoasca o dezvoltare importanta in
ultimele decenii, pentru obtinerea lor fiind necesara parcurgerea
mai multor etape obligatorii.




Stabilirea enzimel ce urmeaza a fi
obtinuta

- Tn obtinerea unei enzime de uz industrial se tine cont, in primul rand,
de procesele de biotransformare in care va fi utilizata enzima
respectiva. Este absolut obligatorie determinarea principalelor
caracteristici ale enzimei 1n cauza, cele mai importante fiind
urmatoarele:

— Specificitatea de actiune. Din acest punct de vedere o problema
extrem de importanta o constituie activitatea globala a preparatelor
enzimatice comerciale data fiind probabilitatea existentei si altor
capacitati catalitice pe langa cea principala, activitati ce pot realiza
transformari indezirabile.

— pH-ul optim de actiune. Acest factor poate manifesta o influenta
hotaritoare asupra bunei desfasurari a proceselor biotehnologice
realizate de enzime. In general, se aleg enzime ce isi mentin
activitatea catalitica intr-un interval cat mai larg posibil de pH.

— Temperatura optimd de actiune. In general, in industrie sunt
preferate enzimele a caror temperatura optima de actiune este cat
mai mare posibil deoarece la temperaturi relativ crescute este
facilitata mentinerea sterilitatii mediului.




Etapele procesului de obtinere a
enzimelor microbiene

Alegerea tulpinii microbiene

Tulpinile microbiene producatoare trebuie Studii de optimizare a proceselor
sa Indeplineasca o serie de conditii fermentative

A 4

Cultivarea tulpinii producatoare

Culturi de suprafata Culturi submerse

A 4

Extractia si purificarea enzimelor

Centrifugarea, filtrarea, evaporarea, Conditionare sub forma de pudre, solutii,
precipitarea reversibila, liofilizarea cristale, sub forma imobilizata




Microorganismele

» Tulpini obtinute prin screening conventional
» Tulpini obtinute prin recombinare genetica a tulpinilor clasice
Mutatie genetica.

Evolutie dirijata. -

Enzime stabile in conditii extreme de: pH, temperatura, saruri.
Enzimele rezistente la detergenti ...
Enzimele rezistenta la temperatura (amidon) ...

——

Productia in microorganismele cultivate de enzime rezistente in conditii
extreme

» Microorganismele producatoare
-Sunt non-patogene
-Ofera randamente ridicate la fermentatie pornind de la materii prime
ieftine
-Produc enzime extracelulare in principal




Microorganisme

- Pentru obtinerea de enzime la scara industriala, tulpinile
microbiene producatoare trebuie sa indeplineasca o
serie de conditii (Aunstrup, K. — 1979).

— sa se dezvolte pe medii cat mai simple cu putinta si
leftine;
— sa produca cat mai putini metaboliti secundari;

— enzima ce urmeaza a fi obtinuta sa fie exportata in
mediul de incubare in asa fel incat sa fie usor de izolat si

purificat;
— sa nu fie poluante;
— sa nu fie patogene si sa nu produca metaboliti toxici.




Enzimele in industria alimentara

* Daca enzimele in cauza urmeaza sa fie utilizate in industria
alimentara, tulpinile microbiene producatoare trebuie sa
indeplineasca toate conditiile G.R.A.S. (Generaly Recognized
As Safe) adica toate conditiile impuse produselor alimentare.

* De aceea, orice noua tulpina studiata, inainte de a fi utilizata
in producerea de enzime, este supusa unui minutios examen
toxicologic, ceea ce necesita mult timp.

* Acesta este motivul datorita caruia majoritatea cercetatorilor
prefera tulpinile microbiene deja incluse in cataloagele
G.R.A.S.




Cultivarea tulpinii producatoare

Initial, enzimele de origine microbiana se obtineau prin realizarea
culturilor de suprafata pe medii solide sau semisolide. Aceasta
metoda se mai utilizeaza inca la obtinerea unor enzime de origine
fungica cum ar fi amilazele (Aspergillus), proteazele (Aspergillus si
Mucor), pectinazele (Penicillium) si altele. sunt nsa
preferate deoarece in cazul culturilor pe mediu
solid apar dificultati in ceea ce priveste controlul temperaturii,
umiditatii si aerarii. Culturile in mediu lichid reduc riscul
contaminarii si permit controlul periodic al parametrilor biochimici si
microbiologici.




Fermentatia

- Utilizarea de materii prime disponibile ca: cereale, cum ar fi
faina de soia, extract de porumb

- Stabilirea conditiilor optime de fermentare la nivel de
laborator (2-20 L)
- Optimizarea conditiilor de fermentatie: necesar de O,, pH-
ul, continut de carbohidrati si azot proteic, oligoelemente
- Tipul de fermentatie: discontinuu, continuu, semi-
continuuy, cu recirculare, etc...

* Schimbarea scarii de operare (Scale up)
-pilot: 200 L Ia 3 m3 i 3
-industrial 10 -100 m3 =




Extractia si purificarea enzimelor

* La sfarsitul perioadei de cultivare, enzimele trebuie extrase din
celule si/sau lichidul de cultura dupa care sunt supuse unui sir
de operatiuni pentru obtinerea preparatelor comerciale. Cel
mai adesea se foloseste centrifugarea, filtrarea, evaporarea,
precipitarea reversibila, liofilizarea s.a., iar preparatele
enzimatice obtinute se pot comercializa sub forma de pudre,
solutii, cristale, sub forma imobilizata etc.

» Tn cazul enzimelor intracelulare extractia lor este mai dificila si
presupune realizarea unei etape suplimentare de liza a
celulelor microbiene, dupa care procedurile sunt similare cu

) )
cele aplicate enzimelor extracelulare. —
—
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Extractie/purificare

- Cantitatile de enzime produse in mediul de cultura sunt

in general mici:
400 L de cultura de Staphylococcus aureus — 15 g nucleaza
15 000 | de cultura Streptomyces R61 — 3 g carboxipeptidaza

* Obiective
1. Eliminarea
- microorganismului producator
- substantelor dizolvate si a resturilor de materii prime
- produselor secundare rezultate sub actiunea
denaturanta a temperaturii, pH-ului sau a contaminantilor

2. Obtinerea unei cantitati cat mal mare de enzima




Metode

.Lichiddefermentaj:ie. BT
\\.

Centrifugare > ol Adsorbtie
Supernatant Microfiltrat ‘1.
Pre -Tratare | \
..... - \
(distrugerea membranelor celulare) " Microfiltrare .'.
' - fchidlickid  Sterilizanta -
Separarea resturilor celulare E:xtraﬂhe / |
: hidrofila Eliminarea produsilor secundari |
centrifugare _PEG/Dextran ]
m‘fmﬁm- -PEG/ (NH.), SO, | 1
r.-’ Concentrare sub vid Concentrare sub ultrafiltrare
Extract total ; — — o
| Extract brut ichid | *
Fractionare preliminara ;'* ‘
Separarea acizilor mucleici /
,” Precipitare si uscare Atomizare
| / T
Precipitarea proteinelor ¥ Extract brut pudra
Saruri
Solventi l l
Extract brut

AnalizaF ormmilare/Conditionare

,

Preparare enzime
industriale




Producatori de enzime

* Principalii producatori sunt:

NOVOZYME, Danemark ........oooieeeiriiiiiiieiiiaiaaennnn ~50%
DSM Food Specialities, Hollande ...........................~20%
DANISCO/GENENCOR International, USA..................~25%

SOLVAY-MILES, USA ... ~5%




Activitatea enzimatica

este indicata de numarul de molecule de
substrat transformate 1in produsi, Intr-un
minut, sub influenta unui mol de enzima.

reprezinta cantitatea de enzima
care transforma 1 mol de substrat ntr-o
secunda.




Cinetica enzimatica

*Viteza proceselor enzimatice
* Ecuatia Michaelis Menten
* Metode de liniarizare

* Factori care afecteaza viteza
reactiilor enzimatice

* Mecanisme de actiune ale
enzimelor




Notiuni de cinetica

Studiul mecanismului reactiilor enzimatice, a proceselor
metabolice si a vitezel de transformare a substratului in
produs se face prin metoda cinetica.

Studiul cineticii enzimatice, ca si In cinetica chimica, se
bazeaza pe masurarea vitezei de reactie in conditii
standard si in diferite conditii particulare create intr-un
anumit scop.

I
ENZYME

LJKINETICS
®-90-90-@

-5 complex E-P complex




Notiuni de cinetica

* Prin studiul cineticii enzimatice este explicat modul in
care enzimele actioneaza, permitand determinarea
vitezel maxime de reactie a unei enzime si a afinitatii
sale pentru substrat sau pentru unii efectori.

- Determinarea vitezeil de reactie nu releva stoechiometria
reactiel sau mecanismul acesteia, deci este necesara o
ecuatie care sa faca legatura intre viteza initiala a
reactiei (determinata experimental) si concentratia
reactantilor.
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Notiuni de cinetica

° Ordin de reactie

Ordin 1 v, =k, [S]
Ordin 2 v, = k[S]? ; vl =k,[S][S1]
Ordin O v, =k,
Ordin 1 Ordin 0
%

Viteza

[S] [S]




Viteza de reactie

E+ S T S — E+ P
k-1
L __ds] ,_dP]
dt dt

Desi cazul enzimelor monomerice cu un singur substrat este
relativ rar, cinetica clasica a enzimelor monomerice in faza stationara
cu un singur substrat este modul cel mai simplu de a trata si a intelege
cinetica enzimatica. Cele mai multe enzime au insa mai multe
substaturi dand nastere la produsi diferiti  nerespectand
comportamentul clasic.

In reactia S -------- > P, pe masura ce reactia avanseaza, creste
concentratia produsului de reactie si scade cea a substratului.




Michaelis e Menten

Leonor Michaelis (1875-1949) Maud Menten (1879-1960)




Ecuatia Michaelis-Menten

* L. Michaelis si M. Menten au propus o teorie generala de
actiune a enzimelor bazata pe ideea ca enzima si substratul se
asociaza reversibil pentru a forma complexul enzima-substrat.

- Ecuatia Michaelis - Menten a fost stabilita in ipoteza ca
Cs>>C.. Cresterea concentratiei enzimei din mediul de reactie
peste 0 anumita limita atrage dupa sine anularea ipotezei, iar
de aceea viteza reactiei enzimatice nu va mai fi direct
proportionala cu concentratia enzimei.

- Ecuatia Michaelis — Menten descrie viteza de formare a
produsului Intr-un proces enzimatic, reprezinta modelul ideal
pentru viteza proceselor enzimatice in regim stationar, lipsit de
procese secundare de inhibitie




Ecuatia I\/Ilchaells Menten

Substrat {Eahamza}
Centru activ
chtnza
Ghucoza
Enznna si substratul
s Produsul este sunt di hile
eliberat

Complexul enzima- _—
substrat

Substratul este

comvertit in oduS
pr 2 Substratul se leaga

+ H.0 de enzima

In reactiile cu un singur substrat, mentinand constanta concentratia enzimei,
cresterea concentratiei de substrat determina marirea vitezei de reactie pana cand se
atinge o valoare maxima peste care oricat ar creste concentratia substratului viteza reactiei
enzimatice ramane nemodificata. La concentratii mici de substrat, viteza de reactie este
proportionala cu concentratia substratului (reactii de ordinl). La concentrati mari de
substrat, viteza de reactie devine independenta de concentratia substratului (reactii de
ordin 0), enzima saturandu-se cu substrat.




Ecua;ia Michaelis-Menten

Descrie viteza de formare a

E+ S<——ES —> E+P produsului intr-un proces
k-1 enzimatic, reprezentand modelul
ideal pentru viteza proceselor
CS enzimatice in regim stationar,
Vp :V . lipsit de procese secundare de
inhibitie.
Cs+K,
— W (rmalil mmin
C
K _k_l-l—k2 vV ______E________
M kl
Vi2 b——
a
C>>C

==

0 K, Cq ({molf)




Deducere ecuatie E+ S a=ES—E*

Viteza de formare a produsului in procesul enzimatic descris de sistem este:

Vp 2 =k2'Cc(2)

Pentru determinarea concentratiei complexului enzima — substrat, Cc, se utilizeaza expresia vitezei de
formare a acestuia, pentru cazul in care Cs>>Cy:

dCC/dt: k+1 : (CE — CC) : CS — kfl ° CC — k2 : CC (3)
In regim stationar, concentratia complexului nu variaza in timp, iar expresia devine :
dCc/dt=0

Kip" (Ce—Cp) Cs—k 1 Ce—ky- Cc=0 (4)
Kip"CeCs-Ky - CorCs-k ;- Co—k,-C=0
Kip"CeCs=k, ;- CorCs+k, -Co+k, C.

Kip" Cg Cs=Ce - (Kyy Cs+ky +ky)

C.=(Ky - CeCs)/(k,;-Cs+k,+k,) seimpartelaK,,
C.=Cg Cs/[(Kyp /Kyy) - Cs +ky/k,y + Kolk,y ]

Co=Cg Cs/[Cs +(k 1+ ky/k,;]1(5)

Combinéand relatiile (2) si (5) rezulta:
Tn care :
=k, - C¢ — viteza maxima de formare a produsului ce corespunde stadiului in care ntreaga cantitate de

enzima formeaza complexul enzima — substratul;
+ Kg= k,/k,; —constanta de echilibru la disocierea complexului enzima — substrat

+ Ky = Kg + K,/k,; — constanta Michaelis — Menten
Constanta Ky, este egala cu constanta Ks numai atunci cand k,<<k,,




Vi = =k C E+S—=rES—Z»E+P
C>>Cp: K-1

dCc/dt=K,,  (Co—C.) - Cs—K ;- Co—k, - Co

dCc/dt=0

k+1' (C — Cc) | CS - k—l ' CC k CC =0 (se desface paranteza)
Kig" CgCs-Ky - CorCs-k ;- Co—k, - C=0 (se separa termenii care includ Cc)
k+1 CE Cs = k+1 ’ CC' Cs + k—l ' CC + k2 CC (se scoate in factor comun Cc)
Kip Cg Cs = Cc (Kip - Cs+ Ky + Ky ) (se cacuteaza co)

C.= (ki Cg Cs)/(k,;-Cs+k ;+Kk,) drseimpartelaK,,
C.=Cg Cs/[(kyy /kyy) - Cs+k k., + ky/K,, ] seegaleaza cu 1 k,, /k,,

C.=Cg Cs/[Cs +(k ;+ ky/k,; ] seinlocuieste in prima ecuatie

V= k' C.= +Cs/[Cs +(k 1+ Ky/ky, ]

Km




Cinetica enzimatica

V[
- Semnificatia Km si vmax NG

- Daca v = vmax/2 , inlocuind in ecuatia Michaelis-Menten
se deduce faptul ca Km = [S], deci constanta Michaelis
poate fi definita drept concentratia de substrat la care
viteza de reactie este jumatate din viteza maxima

 Constanta Michaelis, Km, este un indice al afinitatii
enzimei pentru substrat, variind invers proportional cu

aceasta




VITEZA DE REACTIE

Cinetica enzimatica

CONCENTRATIA SUBSTRATULUI

» Zona“a’- v
creste
proportional

[S]

= Zona “b” —
Ccrestereav c
[S] nu este
proportional

« Zona‘“c”—e
atins Vmax |
[s] infinita




Cinetica enzimatica v 9]

* Pentru orice E se poate defini, alaturi de Km si v ma
numarul de turn-over al enzimei, ca fiind numarul d
molecule de S convertite in produs de reactie pe molecula de
In unitatea de timp, atunci cand E este saturata cu S

» Ecuatia Lineweaver-Burk

- Deoarece reprezentarea ecuatiei Michaelis -Menten este curb
a carel interpretare este dificila, s-au realizat reprezenta
liniare ale dependentei vitezei de reactie de [S], folosite |
Interpretarea datelor experimentale:

* reprezentarea Lineweaver-Burk, reprezentarea Hanes-Wool
etc.



Cinetica enzimatica

2 _:‘_’L._[il_Mlchaells-Menten Equation
Kot [S]

o K.+ [S]
Y

RecIproca ecuatier

K

+

Vi 181 Y 51

K SInpe=Km/llma"
m
+
- .
Lineweaver-Burk Plot

y Intercept = 1/0 .




Ecuatia Lineweaver-Burk

1 K, 1 1
Vp V Cs V
l,J"'i,-’p " (1 =fmal)

.
panta ; 4
/ 5
AY |

==

] 1%: 1/Cs (lmal)




Ecuatia Hanes-Woolf

Cs 1 Ky

vo Vo V




Ecuatia Eadie-Hofstee

Vo = K|, -%w
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Ecuatia Michaelis-Menten

* Modelul Michaelis — Menten a fost conceput ca un model ideal si
descrie viteza de formare a produselor in procese de fermentatie
perfecte. Dar acest model, ce abordeaza cinetica enzimatica in regim
stationar, poate fi extins si la procese in care, alaturi de
transformarea enzimatica a substratului in produs, intervin reactii de
inhibitie competitiva sau necompetitiva a enzimelor. Prezenta
inhibitorilor nu se poate evita, deoarece ei apar ca urmare a
degradarii mediului nutritiv in timpul sterilizarii, a unor reactii
secundare si nu numai.

* Principalele tipuri de inhibitii intalnite curent in procesele de
fermentatie sunt :

-inhibitie competitiva;
-inhibitie necompetitiva;
-inhibitie de substrat;
-inhibitie de produs.




Caracteristicile reactiel

- Constanta Michaelis-Menten
* Viteza maxima a procesului enzimatic

« Contanta vitezel catalitice —k..- numarul de
transformari substrat-produs pe care fiecare
centrul activ le catalizeaza in unitatea de
timp - turnover




Factorii care influenteaza viteza de
reactie (activitatea enzimatica)

* 1. Concentratia enzimei
- 2. Natura si concentratia substratului
- 3. Temperatura
* 4, pH-ul
* 5. Influenta efectorilor
5.1. Activarea
5.2. Inhibifia a) ireversibila (otravirea)
b) reversibila -competitiva si necompetitivia
6. Alti factori: ionii din mediu, detergentii, potentialul
redox al mediului, presiunea, radiatiile UV, X, 3




Factorii care influeteaza viteza de reactie
(activitatea enzimatica)

* Actionand in organismele vii, enzimele se comporta total
diferit fata de catalizatorii chimici la actiunea unor factori de
mediu. Astfel, enzimele isi manifesta activitatea catalitica
maxima in conditii fiziologic normale de pH, temperatura,
presiune osmotica etc. Pe de alta parte, dinamica activitatii
enzimatice la concentratii diferite ale substratului, enzimei,
modulatorilor etc. este de asemenea diferita.
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1. Concentratia enzimel

A

vy = k-[E] = L3 I

t [Sle<k)y 7

(mai ales ale sangelui), deoarece variatiile
sunt corelate cu diferite stari patologice




2. Natura si concentratia substratului

w (rnalil rmind

l"'lrnax f2r— =

0 Ky, Cs (mali)

- Constanta K,, este ind_e?egdenté de cor]cevntraga
etnzcllmtel’ fiind' caracteristica cuplului enzima-substrat
studiat.

 Teoria Michaelis-Menten

- pentru [S]<<K,, se obtine N
dependenta liniara indica o reactie de ordinul intai.

- arc de hiperbola echilatera, ceea ce
corespunde unei reactii de ordin fractionar

- . pentru [S] >> K, se obtine un palier si ordin

de reactie zero




» Concentratia substratului

» In reactiile cu un singur S, mentinand constanta Cg, cresterea

Cs determina marirea vitezei de reactie pana cand se atinge 0
valoare maxima peste care oricat ar creste concentratia
substratului viteza reactiei enzimatice ramane nemodificata

» La concentratii mici de S, viteza de reactie este proportionala
cu Cs (reactii de ordinl)

- La concentratii mari de S, viteza de reactie devine
Independenta de concentratia substratului (reactii de ordin 0),

enzima saturandu-se cu S.




» Concentratia substratului

* L. Michaelis si M. Menten au propus o teorie generala de
actiune a enzimelor bazata pe ideea ca enzima si substratul se
asociaza reversibil pentru a forma complexul ES.

 Ecuatia exprima faptul ca viteza unei reactii enzimatice este
determinata de concentratia de substrat la acel moment si de
constantele Km si Vmax.

 Aspectul curbei descrise de ecuatia Michaelis-Menten este
hiperbolic




3. Temperatura

- Determinarea activitatii enzimatice se recomanda la
259C, cand gradul de denaturare este aproape nul, iar
viteza de reactie, desi este mica, este proportionala
cu timpul.

- Intre 0°C si 40°C activitatea celor mai multe enzime
se dubleaza cand temperatura creste cu 10°C.

- Temperaturile de 0-4°C sunt temperaturi de
conservare pentru majoritatea enzimelor.
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» Temperatura

- Efectul temperaturii asupra activitatii enzimelor este
rezultanta actiunii a doli factori opusi, cresterea vitezei de
reactie cu temperatura si denaturarea termica a enzimelor

- Activitatea oricarel enzime variaza cu temperatura

- Temperatura optima pentru enzimele din organismul
uman este 37-40°C, la plante 50-60 °C, iar pentru cele din
microorganismele din apele termale este 80-100 °C

- Determinarea activitatii unei enzime trebuie sa se faca la
o temperatura intre 25-37 °C.
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4. pH-ul
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* pepsina din sucul gastric pH=1,5...4,0;
- arginaza la un pH>10,

* enzimele de origine animala au in general ca
pH al actiunii maxime intervalul de pH fiziologic




* pH-ul

* Pentru enzimele din organismul uman, pH-ul optim
de actiune este pH-ul normal al mediului In care ele
ISl manifesta actiunea catalitica

» Centrul activ al enzimelor contine grupe ionizabile,
acide sau bazice, deci modificarea pH-ului are ca
efect modificarea gradului de disociere si, implicit,
modificarea vitezei de reactie.
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* Pentru enzimele din organismul uman pH-ul optim este
Intre 5-9, dar exista enzime ce actioneaza si In afara
acestul interval. De exemplu, pepsina actioneaza la pH
1,5-2, fosfatazele alcaline la pH 9-10, iar fosfatazele acide
la pH 4,5-5.

Activitate 1007

2 4 6 8 10 12 pH




5. Influenta efectorilor

. sunt substante chimice care
prin prezenta lor in mediul de reactie modifica
activitatea catalitica a enzimel (scazand-o sau
marind-0). Acestia pot fi deci inhibitori sau activatori
enzimatici.

» Se remarca dublul rol al efectorilor:
- rol biologic - prin reglarea metabolismului

- rol biochimic - prin furnizarea unor date pretioase in
legatura cu mecanismul de participare al enzimelor
la reactiile chimice




Activarea

- Activatorii pot fi de natura anorganica i
organica. Dintre cel de natura anorganica, se
cunoaste actiunea ionilor cu numere atomice
intre 1 si 35, a unor lantanide si a unor anioni
(CI, Br, NO;, CIO, - asupra amilazel
salivare).

. Un alt tip de activare este cea prin

care consta In inlaturarea unei
substante Inhibitoare care  impiedica
desfasurarea reactiei enzimatice (cianurile
alcaline activeaza ureaza inhibata de sarurile
de Cu?%).




Inh|b|!,;|a

sunt acele substante care prin prezenta lor

d:mmueazé sau anihileaza activitatea catalitica a
enzimel.

- utilizarea lor poate oferi informatii cu privire la natura
gruparilor functionale din centrul catalitic al enzimel,
precum si a aminoacizilor implicati in mentinerea
conformatiei speciale a enzimei

- ofera informaftii despre specificitatea de substrat a
enzimel

* inhibitia unor enzime cu componenti celulari specifici
constituie un element in controlul reactiilor enzimatice

« utilizarea unor medicamente in terapie se bazeaza pe
inhibarea specifica a unor enzime.




Exemple de medicamente care
functioneaza ca si inhibitori

Medicament

inhibitor Afectiune Enzima tinta
Captopril Hipertensiune Enzima de conversie a
angiotensinei
Aspirina Inflamatie, durere, febra Prostagladin sintaza
Norfloxacin
Lovastatin Infectii urinare ADN-giraza
Acid clavulanic  Hipercolesterolemie HMGCoA reductaza
Aciclovir Rezistenta bacteriana B-Lactamaza
Zidovudina Herpes ADN polimeraza virala
Alopurinol SIDA Revers transcriptaza virala
Trimetoprim Guta Xantin oxidaza
Fluorouracil Infectii bacteriene Dihidrofolat reductaza
Fenelzina Cancer Timidilat sintaza
Acetazolamida | Cancer Monoaminooxidaza cerebrala
Zileuton Depresii Anhidraza carbonica
Glaucom Lipoxigenaza
Alergii




a) Inhibitia ireversibila (otravirea)

* Inhibitorul ireversibil se poate lega de enzima
prin legaturi covalente sau necovalente foarte
puternice, astfel incat disocierea inhibitorului este
foarte lenta sau imposibila.

- Este data de sistemele nebiologice. Inhibitie de
acest tip produc metalele grele (Hg, Cu, Ag),
agentii alchilanti, agentii oxidanti si alte complexe
denaturante (CO, H,S, NH,, HCN).

Iz

Imreversible Enzyme Inhibitor

An lmeversible inhioitor of on enzyme binds
o the enzyme in such o way that

[= s a woavale Yom
b




a) Inhibitia ireversibila (otravirea)

e Inhibitorul (I) actioneaza lent, fiind necesar un timp
de contact intre enzima si inhibitor pentru ca inhibi;
sa fie evidentiata.

* Inhibitorul ireversibil nu este specific pentru o
anumita enzima, ci, in general, unui grup de enzime

« Un exemplu il constituie cazul pesticidelor
organofosforice si carbamice care reactioneaza cu
hidroxilul serinic din centrul activ al serin-proteazelo
(colinesteraza, chimotripsina)

O " Irreversible Inhibitor |
< binds permanently fo

) the active site so the
'/,//. substrate can't bind,
ng \. )

Irreversible Inhibition




Inhibitie ireversibila

Inhibitie Ireversibila
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b) Inhibitie reversibila

Inhibitorii reversibili sau inhibitorii propriu-zisi diminueaza
viteza reactiilor enzimatice, dar aceasta revine la valoarea ei
normala dupa inlaturarea inhibitorului.

* Este de mai multe tipuri:

- inhibitia competitiva

- inhibitia necompetitiva

- inhibitia incompetitiva sau anticompetitiva

- inhibitia mixta :

Competitive Inhibitors: If it fits. it sits. :




Inhibitori

2

Substrate Competitive Substrate

Inhibitor Noncompetitive
Inhibitor

| =— ESI
ES+ K ES

_ Inhibitor

E+S= ES —E+P
+

I

ESI




b) Inhibitia reversibils

Innioiiia cornpetitiva (de asociere exclusiva)

* Inhibitorul competitiv diminueaza activitatea _

enzimatica datorita interacglel in genere, cu aceleasi
rupari functionale din centrul catalitic la care se
IXeaza si substratul Tn cursul reactiei enzimatice.

» Inhibitia competitiva poate fi remediata prin cresterea
concentratiei substratului.

* Inhibitorii competitivi reduc numarul de molecule de
enzima care pot sa fixeze substratul.

Inhibitor

Sug‘é\t’/w comvpeti"(iv ﬂ




b) Inhibitia reversibils

Innioltia cornpetitiva (de asoclere exclusiva)

*In mediul de reactie apar doua tipuri de
complexe binare, ES si El

E+Se—=ES—»E+P E+|£~E|

kl@ 4~A-(2
s

*Etanolul se administreaza si in cazul otravirii cu metanol, manifestandu-se
inhibitia competitiva




Inniolila competltiva (de asoclers sxclusiva)

* Ecuatia Michaelis-Menten
Se observa ca viteza maxima este aceeasi in
ambele cazuri ale reactiei enzimatice neinhibate si
Inhibate.

- Pentru a determina valoarea constantei K,, este utila
reprezentarea grafica a ecuatiei Lineweaver-Burk

1.I"".I'm

(a) neinhibat [I]=0

(b), (c) inhibat [I], <[],

V__-GCs

V=_-
Ky + Cs

1 ( Ci\] .-"-F._-- - .--II
K. =K, |1+— - i
M M K =9

1/Cs

i




Jj. 4n 1 . papd
ltle competitiva

mInhibitorul se aseamana dupa struc'fura cu S si se fixeaza in CA al E, impiedicand fixarea

si transformarea S.

mNu e posibila fixarea simultana a S si a I. E va fixa pe acel competitor care se afla intr-o

concentratie mai mare.
= Inhibitia enzimei (SDH) cu malonat. SDH oxideaza succinatul in fumarat

= Malonatul inhiba aceasta E datorita asemanarii cu S.
= Particularitatea principala a acestui tip de |nh|b|t_:ie este ca poate fi inldturata cu

adaugarea in exces, a S(succinat).




soclatle

S\_S'
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Inniolila necormostitiva (de
neexclusiva)
*Inhibitorii necompetitivi nu au structuri aseminitoare substratului

Si nu concureaza cu acesta pentru aceleasi grupe functionale din
centrul activ enzimatic.

Inhibitorul necompetitiv se fixeaza la alt situs al enzimei, ceea ce
duce la modificarea conformationala a centrului catalitic, afectand
legarea substratului si, in ultima instanta, viteza reactiei enzimatice.

*Substratul si inhibitorul se pot lega simultan la molecula enzimei,
dovedind ca locurile de legare nu se suprapun

Substra

Inhibitor
necompetitiv

<




ElI + S

max

. Cs

_KM+ Cs

1+

K. K, + Cs

<

max 1+[I]

~

(1] V_L

(cle asoclaile

In cazul acestui tip
de inhibitie intre inhibitor si
substrat nu exista o analogie
structurala, inhibitorul
legandu-se la situsuri
specifice, altele decat situsul
catalitic. Inhibitia
necompetitiva presupune ca
inhibitorul afecteaza
activitatea catalica a enzimei
dar nu si legarea enzimei de
substrat.

Legarea
inhibitorului  de  enzima
determina modificari
conformationale ale
moleculelor enzimatice
influentand Vmax si nu Km.




Determinarea parametrilor
cineticl

++1 Substrat Inhibitor

necompetitiv

+1

1V Fara inhibitor

1/Cs

In inhibitia necompetitiva, are loc o scadere
a valorii parametrului Vmax, constanta K,,
ramanand nemodificata




Inhibitie necompetitiva

Exemple de inhibitie necompetitiva: combinarea CN- cu fierul in citocrom ¢
oxidaza sau complexarea ionilor metalelor grele, Hg?* si Ag*, prin intermediul
gruparilor =SH din enzima. Nevirapina este un alt inhibitor care se leaga la o
portiune hidrofoba din enzima si nu la situsul catalitic.



//commons.wikimedia.org/wiki/File:Nevirapine.svg

Inhibitorul prezinta o structura
asemanatoare substratului

Inhibitorul nu prezinta analogie
cu substratul

Apare 0 competitie  cu
substratul la legarea de centrul
catalitic al enzimel

Actioneaza asupra enzimei
intr-o zona diferita de centrul
catalitic, cu formarea unui
sistem inactiv

(KM)Inhibitor competitiv > (KM)fn absenta

inhibitorului

Nu influenteaza K,,

Nu se modifica V.,

(V <(V

inhibitorului

max)lnhibitor necompetitiv max)in absenta

Ex. sulfamide (medicamente
Cu actiune bacteriostatica)

EX. ionii metalelor grele inhiba
enzimele ce contin grupari
tiolice




Inhibitie

Active Site
Competitive

Inhlbltor

S Substrate

F Product
Enzyme Non-Competitive
Inhibitor




Inhibitia necompetitiva

* inhibitorul nu se aseamana ca structura cu S

* | si S se leaga simultan cu E dar centrele de legare sunt
diferite

* Acest tip de inhibitie nu se inlatura prin exces de
substrat.

* Activitatea | consta in micsorarea numarului turnover al E,
dar nu si numarul de molecule de S legate.

* Cei mai important inhibitori de acest tip in celulele vii sint
produsele intermediare ale metabolismului, care reversibil
se fixeaza la centre specific (centre alosterice) pe suprafata
unor enzime reglatoare si modifica activitatea lor.

* | poate fi inlaturat de substante care il leaga — numite
reactivatori




gt V

[IVd

nnioige necompet

I si S se leaga simultan cu E in Iocusu diferite

9
E Marirea concentratiei de S nu micsoreaza inhibitia.
uhigy | CellwAsy

= inhibitorii de acest tip in celulele vii sint produsele intermediare

ale metabolismului, care reversibil se fixeaza la unele E reglatoare si modifica
activitatea lor.




Inhibitori

Normal
enzyme

Competitive inhibitor

L Norcofreiifve innitiior

Rate of reaction

Substrate concentration




Inniolila Incompetltiva (anticornpetitiva, blocaj
al cornplexulul interrnecliar ES)

CEETRGE
i

Inhibitorul incompetitiv nu se fixeaza pe enzima libera, ci
interactioneaza cu complexul E S, modificand valorile ambilor
parametri cinetici K,, si v,




L

Inniolila Incornostitlva

E + S T ES —_— E+ P
K K
ES + | ‘——kﬂl—‘ ES] — ™ E 4 +p

In inhibitia incompetitiva inhibitorul nu se fixeaza pe enzima libera ci
interactioneaza cu complexul ES, motiv pentru care influenteaza ambii parametri
enzimatici (Vmax si Km).

ZVmax_[S] Vi = A . Ky, =Ky (1+mj
KM+[S] 1+I[<I] Ki

1




Determinarea parametrilor
cineticl

1/V
Nol

\
A\

1/[S]

in inhibitia incompetitiva, inhibitorul nu se
fixeaza pe enzima libera ci interactioneaza
cu complexul Michaelis, din care cauza are
efecte similare atat asupra lui Vmax cat si
a lui K.




Inhibitie

1A'

® inhibitor competitiv
m fara inhibitor

/ s

1w
e inhibitor necompetitiv

m fara inhibitor

/ 18

11AY

e inhibitor anticompetitiv
m fara inhibitor

® inhibitie mixta

® fara inhibitor







Inhibitie mixta

S P1 S, P,
E1S1 — EoPy E2S; = EiP;
Eq E> E,

* Enzima poate oscila intre doua forme conformationale E; <>
E,.

* Produsul P, se comporta ca un inhibitor competitiv in raport
cu substratul S; si ca un inhibitor necompetitiv in raport cu
substratul S,.

* Produsul P, este inhibitor competitiv in raport cu substratul S,
si respectiv necompetitiv in raport cu substratul S,.




* inhibitia prin modificarea covalenta a
moleculei enzimei - prin fosforilare pe baza ATP-ului.
Unele enzime fosforilate pierd activitatea de exemplu
enzima glicogensintetaza

* Inhibitia prin exces de S —in CA se fixeaza
simultan surplus de S — ce nu poate fi transformat.
Este o inhibitie reversibila —inlaturarea S.

E
[ ] [ ] [ ] [ ]
* Retroinhibitie -
Beginning of * Intermediate * Intermediate —* Intermediate m
metabolic ' -"Al B . ) o 4 ‘--,I B 4 '\‘
pathway | | e o/ ./

Enzyme 1 Enzyme 2 Enzyme 3 Enzyme 4

Feedback Inhibition: The final product inhibits enzyme one




6. Alti factori

* lonil din mediu,

- detergentii,

- potentialul redox al mediulul,

* presiunea,
* radiatiile UV, X, B3




[onii metalici

O serie de enzime necesita pentru a-si indeplini rolul catalizator
prezenta in mediu a unor ioni metalici, in cantitati sub foarte mici,
urme, cum sunt a - amilaza (Ca?*), alcool dehidrogenaza (Zn?),
peroxidaza (Fe3*), carbonic anhidraza (Zn%*) sau a altor ioni,

majoritatea bivalenti.
* |lonii de calciu: fosforilaza

* lonii de zinc: Carboxipeptidazele, termolizina (Bacillus
thermoproteolyticus)

* lonii de magneziu: Kinazele

* Alti ioni metalici care joaca rol de cofactori:
Ureaza este o enzima care contine ioni de nichel

Xantin oxidaza (XO) este o enzima (pe baza de molibden) care catalizeaza
conversia xantinei la acid uric (antioxidant)
Aminoxidazele dependente de ioni de cupru sunt enzime care convertesc
aminele primare in aldehide.
Prezenta acestor ioni peste o anumita limita sau a ionilor metalelor grele
(Cd, Pb, Hg, Ni) in mediu poate deteriora functia biologica a unor
enzime.




Detergentii

Detergentii sunt molecule amfipatice.

Cand concentratia lor in mediu creste, ei pot forma micele, la asa
numita concentratie critica micelara. Deoarece micelele formate
ingreuneaza purificarile prin procedee cromatografice, trebuie utilizate
concentratii sub valoarea celei critice micelare.

Unii detergenti nu denatureaza proteinele globulare sau nu interfera cu
activitatile biologice ale acestora, in timp ce altii, cum ar fi SDS - Dodecil
sulfat de sodiu, sunt puternic denaturanti. In prezenta SDS proteinele
globulare sufera modificari conformationale puternice care le afecteaza
funbctia biologica, iar proteinele cu structura oligomera sunt disociate in
subunitati.

Detergentii trebuie utilizati cu discernamant in extractia enzimelor. Pentru
unele enzime detergentii reprezinta singura posibilitate de solubilizare din
formatiunile celulare in care sunt incluse, iar pentru altele detergentii sunt
agentii denaturanti puternici. In cazul unor enzime utilizarea detergentilor
este necesara nu numai la extractie, ci si pe tot parcursul procedeelor de
purificare, la finalul purificarii obtinandu-se complexe detergent — enzima.




Potentialul redox al mediulul

* Fenomene de oxidare

In interiorul celulelor, catenele laterale ale resturilor de cisteina,
metionina, sunt mentinute in forma redusa (-SH) datorita
mediului reducator existent. In urma dezintegrarii, celulele devin
expuse oxigenului si apare tendinta ca gruparile SH sa formeze
punti disulfurice sau sa fie oxidate.

Un agent reducator ce se gaseste in toate plantele este acidul
ascorbic. Utilizarea lui este insa limitata doar la produse
farmaceutice sau alimente deoarece trebuie adaugat in cantitati
mari si are un pret de cost ridicat.

Un studiu intreprins asupra stabilitatii  solutiilor agentilor
reducatori a evidentiat ca acestia sunt putin stabili la valori
ridicate de pH, la temperaturi ridicate si in prezenta unor
concentratii mici de ioni de Ca?*. Includerea in solutiile de acid
etilendiamino tetraacetic (EDTA) le mareste stabilitatea.




MECANISMUL DE ACTIUNE AL ENZIMELOR

*  Procesul catalizei enzimatice poate fi divizat
conventional in trei stadii:

1. Difuzia S spre E si legarea cu CA al E - formarea
complexului ES. Prima etapa de scurta durata
depinde de concentratia substratului si de viteza
lui de difuzie spre centrul activ al enzimei.

H2 e - o 4




Mecanismul de actiune al E

2. Transformarea complexului primar ES in complexul activat,
indicat Tn ecuatie prin ES*. Aceasta etapa este cea mai
lenta si depinde de energia de activare a reactiei chimice
respective. La aceasta etapa are loc dereglarea legaturilor
S, ruperea lor sau formarea noilor legaturi in urma
interactiunii grupelor catalitice ale enzimei.

3. Despartirea produselor reactiei de CA al E si difuzia lor in
mediul ambiant (complexul EP disociaza in E si P).

+
!
i
!
|
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Centrul activ al enzimelor

+ O regiune a componentei proteice in care resturile de AA sunt
aranjate astfel incat sa permita o interactiune adecvata cu
substratul




Centrul activ al enzimelor

Centrul activ cuprinde resturi (AA) de fixare a substratului cat si resturi
catalitice

Centrul activ ocupa 0 portiune mica din enzimad si este 0 entitate
tridimensionala

Cofactorii joaca un rol important atat in fixarea S cat si Tn procesul catalitic

Substratul trebuie sd aibd o formd potrivitd pentru a patrunde in centrul
activ al unei enzimei




Centrul activ al enzimelor

« Complexul ES la nivelul centrului activ este stabilizat
prin:

- Atractii electrostatice l. .

* Legaturi de hidrogen ;f :

* Interactiuni hidrofobe )

Enzywe substrate comples

 Dupa fixarea substratului la centrul activ al enzimel
numeroase resturi laterale ale aminoacizilor din
vecinatatea substratului catalizeaza transformarea
acestuia.




Centrul activ al enzimelor

Products of
Substrate the Reaction

Y

Enzyme




Exista mai multe ipoteze referitoare la recunoasterea moleculara dintre
substrat si enzima

- Ipoteza "'lacat -cheie"'/ Ipoteza tiparului rigid
- Ipoteza ajustarii induse;
- Ipoteza starii de tranzitie.

Substrate

N 107

Substrat——

+

+ Cenl
catabtic
E.."‘.lZlJ‘.I'.li e E—

Complex ES E




Mecanisme catalitice

Dupa modul de actiune al enzimel asupra
substratului se cunosc mai multe ipoteze.

> |poteza tiparului rigid — lacat —cheie

* Modelul clasic (Emil Fischer) considera ca potrivirea
substratului cu centrul activ al enzimei este analog cu
potrivirea “lacat-cheie”. Acest model presupune o
rigiditate a structurii enzimeiin zona centrului activ.

— e +O
-




Substrate

Enzyme-substrate complex

Active site

Enzyme

Substrat

Enzima Complexul ES







Mecanisme catalitice

Ipoteza modificarilor conformationale

Ipoteza modificarilor
conformationale enzimatice
n timpul formarii

complexului enzima-substrat,
se  materializeaza prin
orientari spatiale prin
intermediul gruparilor
functionale polarizate.
Modelul Kochland, numit
“centrul activ indus”,
presupune o flexibilitate a
CA. Tn enzima libera CA este
“preformat” intr-o
configuratie spatiala usor
diferitai de cea necesara
fixarii S.

5— 54




Comparatie

“Lock and Key"” Model of Substrate Binding (Fischer)

substrate enzyme / substrate
complex

“Induced Fit" Model of Substrate Binding (Koshland)

‘ >

substrate enzyme / substrate
complex

.. Fully active

enzyme
conformation

transition state
structure




Ipoteza starii de tranzitie

* Ipoteza starii de tranzitie postuleaza existenta complexului ES
ca o structura interactiva in care enzimele determina
substratul sa adopte o "forma" ce imita structura starii de
tranzitie. Conformatia activa a enzimei este relativ instabila in
absenta substratului, enzima revenind la conformatia initiala

(Cataliza prin distorsiune)




Mecanismul de actiune al enzimelor

» |poteza starii de tranzitie (Cataliza prin distorsiune)
- Se aplica n special la enzimele hidrolitice

- Accelerarea vitezel de reactie prin acest mecanism s-ar datora
Inducerii uneli tensiuni in molecula substratului, ceea ce ar
determina “activarea” sa.

* Se presupune astfel ca legarea specifica a substratului de
molecula enzimei induce aparitia unei tensiuni sau a unei
deformari in legatura ce urmeaza a fi scindata

+ Deformarea survenita permite complexului enzima-substrat sa
fie mai reactiv decat substratul singur si sa se transforme mai
rapid n produsii de reactie.




Mecanismul de actiune al enzimelor

Enzimele sunt catalizatori biologici, care nu

sunt produsi si nici consumati in timpul

reactiilor biochimice. NU declanseaza o reactive chimica ci doar intensifica viteza

reactiilor catalizate

ENZIMELE MODIFICA VITEZA REACTIEI DAR

P
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Mecanismul de actiune al enzimelor

* Intr-o reactie S - P, la un moment dat un anumit numar de
molecule de substrat au energia necesara sa atinga o stare
reactiva si Instabila, denumita stare de tranzitie, intermediara
Intre SsiI P

* Aceasta poate fie sa se transforme in produsul P fie sa
reformeze substratul si se situeaza la punctul maxim al
diagramei energetice ce caracterizeaza relatia intre S si P
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Energie libera G

MECANISMUL REACTIEI:

Enzima formeaza cu substratul un produs
intermediar reactiv, cu o viata scurta. Sub
aceasta forma intermediara, substratul
intrat in reactie sufera modificari
electronice sub actiunea centrilor activi ai
enzimel, rezultand produsul de reactie.

==gtare de tranztie




Mecanismul de actiune al enzimelor

- Reactia se desfasoara cu o viteza proportionala cu concentratia
moleculelor de substrat ce au energia necesara pentru a realiza tranzitia

- Cu cat este mai mare aceasta energie fata de energia medie cu atat sunt
mai putine molecule capabile sa realizeze tranzitia si reactia se
desfasoara mai greu

- Bariera de energie dintre energia starii de tranzitie si energia libera medie
a lui S se numeste energie de activare.

Energie libera G

= =gtare de tranzitie




Mecanismul de actiune al enzimelor

e Energia libera a unei reacti (AG)

¢ £nergia de activare: necesara energizar unu
substrat pentry a atinge o stare de tranzitie in

care exista o mare probabilitate ca o legafura
chimica sa se farmeze sau sa se [upa in suksirat
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Mecanismul de actiune al enzimelor
S+ E~ES— E+P

.
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Mecanismul de actiune al enzimelor

- Enzimele nu actioneaza toate dupa un singur mecanism
de reactie universal valabil

- Dintre numeroasele mecanisme de actiune propuse, cele
mai importante sunt:

cataliza acido-bazica,
cataliza covalenta
cataliza prin ioni metalici




Mecanismul de actiune al enzimelor

- Cataliza prin ioni metalicli

R '!_CH -CO-NH~CH-R ? Hzf -L0-NH 'fﬂz
| 1 i
Cog

M
\Mﬂ 2+
7S,

ENZIMA




Mecanisme catalitice

- In cataliza prin intermediul ionilor metalici,
enzimele necesita pentru activare ioni pozitivi
metalici. Din aceasta clasa de enzime se disting
metalo-enzimele si enzimele metal activate.
> Metaloenzirnele contin ioni ai metalelor tranzifionale legati
puternic de enzima (Fe?*; Fe3*; Zn?*; Co3*; Mn?*).

> Enzirele metal aciivaie leaga slab ionii metalelor alcaline
sau alcalino-teroase (Na*; K*; Ca?"; Mg?*). lonii metalelor
participa la procesele catalitice prin medierea reactiilor de
oxidare-reducere modificandu-si reversibil starile de oxidare
sau prin stabilizarea electrostatica si ecranarea sarcinilor
negative.




Mecanismul de actiune al enzimelor

» Cataliza acido-bazica

» Este cel mai frecvent mecanism intalnit in cataliza enzimatica

 Consta in procese de transfer de protoni intre gruparile acido-
bazice ale enzimei si cele ale substratului

In calitate de catalizatori acido-bazici generali pot functiona
- gruparile carboxilice sau aminice libere ale resturilor

aminoacizilor acizi sau bazici; o R
° gruparea tiol a cisteinel, i v

* gruparea imidazol a histidinei si o

- gruparea hidroxil a tirozinei. @ @
i i

|
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Mecanismul de actiune al enzimelor

Cataliza acido-bazica

Viteza reactiilor catalizate de acizi sau baze este influentata de
doi factori importanti:

 Taria acizilor sau a bazelor: gruparea imidazol a histidinei
are pKa=6, actionand ca donor/acceptor la pH fiziologic

* Viteza cu care acidul sau baza cedeaza/accepta protoni; si
din acest punct de vedere este eficienta His

In chimotripsina, aminoacizii Asp 102 si His 57 functioneaza
ca grupe cu caracter acid si, respectiv caracter bazic.




Mecanismul de actiune al enzimelor

» Cataliza covalenta

* Formarea complexului enzima-substrat presupune formarea
unel legaturi puternice, de tip covalent (punere in comun a
electronilor), intre S si E

* In acest tip de cataliza, atacul unei grupe electrofile sau
nucleofile din situsul activ al enzimei asupra substratului
determina atasarea acestuia prin legaturi covalente la enzima.

» Enzime formeaza legaturi covalente cu substratul, labilizandu-|
fata de cel in forma nelegata




Enzime care actioneaza prin cataliza covalenta

Enzima Aminoacid implicat Intermediar covalent
Serin proteaze Serna Al - 5erina
Gliceraldehid-3-P-0H Cisteina Acil - Cisteina
Fosfataza alcaling Senna Fosfosering
Aldolaza Aming Baza Schiff

Decarboxilaze, transaminaze




Care este mecanismul ce atribuie enzimelor o
activitate intensa?

1. Apropierea si orientarea substratului fata de grupa catalitica: legatura
chimica explorata a substratului se afla nu numai foarte aproape, dar si direct
orientata fata de grupele catalitice, in consecinta, probabilitatea de a atinge
starea de tranzitie de catre complexul ES creste.

2. Tensionarea si deformarea sunt intr-o concordantd indusa: legarea
substratului produce modificdri conformationale in molecula enzimei,
tensionand structura centrului activ, concomitent deformandu-se si substratul
legat, ceea ce favorizeaza atingerea starii de tranzitie a complexului ES.
Apare concordanta indusd, adica modificari in structura tertiara si cuaternara
a moleculei enzimatice.

3. Cataliza generala acido bazica: in centrul activ al enzimei conlucreaza
grupe specifice ale resturilor de aminoacizi, servind drept donatori sau
acceptori de protoni. Grupele acide si bazice reprezinta catalizatori efectivi ai
multor substante organice din solutiile apoase.

4. Cataliza covalenta:. Enzimele reactioneaza cu substraturile, formand
compusi ES instabili legati covalent, care in reactiile ulterioare formeaza
produsul reactiei mult mai rapid decit in reactiile necatalizate.




Avem nevoie de enzime!
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Imobilizarea enzimelor

* Prin imobilizarea enzimei se intelege limitarea gradului de , libertate”
al moleculei proteice datorita legarii sale de un suport prin
intermediul altor functii decat cele care fac parte din situsul activ al
enzimei.

* Enzimele imobilizate prezinta o serie de avantaje care permit
utilizarea lor in biotehnologiile actuale: separarea usoara din
amestecul de reactie, reciclarea catalizatorului, stabilitatea lui,
conducerea in sistem continuu a unui proces, reglarea vitezei de
reactie, modificarea controlata a proprietatilor si chiar a specificitatii
enzimelor, obtinerea unui bioprodus de puritate avansata,
posibilitatea de studiu a aspectelor fundamentale a enzimologiei si
biologiei moleculare.

* Desi exista si o serie de dezavantaje (sterilizarea reactoarelor, limitari
difuzionale, modificarea proprietatilor enzimatice, colmatarea de
suporturi si reactoare), avantajele le compenseaza si determina
utilizarea lor la nivel industrial.




Imobilizarea enzimelor

* Principalele metode de imobilizare sunt de includere sau de
legare a enzimelor in diferite suporturi insolubile sau care
devin insolubile dupa ce se combina cu enzima.

* Pot fi:

adsorbtie,

£ Encyme muleosle

" Sald or porous supports

% Forous polymeric mairix

Se mir.ntm mabls mam hians

incluziune si

legare covalenta.

* Indiferent de modul prin care se realizeaza imobilizarea
trebuie sa se asigure conditii in care se mentine stabilitatea
conformatiei native a enzimei (temperaturi scazute, pH optim
de actiune etc.) si suportul trebuie sa : nu denatureze enzima,
sa fie rezistent la modificarile de pH sau temperatura si sa
posede proprietati hidrofile.




Imobilizarea enzimelor

‘ = Enzyme molecule
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Adsorption = Covalent bonding  Encapsulation
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Enzyme/Cell Immobilization Methods




Adsorbtia

* Adsorbtia este un procedeu de legare reversibila a enzimei pe
un suport insolubil, realizandu-se conform principiilor
cromatografiei. Enzimele pot fi adsorbite ca rezultat al
interactiilor, de tip secundar, fizice si ionice, intre gruparile
functionale ale enzimelor si ale suportului.
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Tipuri de interactii in procesul de
adsorbtie

Interactiile enzima —suport implica, intr-un mod mai mult sau
mai putin complex legaturi cu nivel energetic scazut. Aceste
interactii pot fi :

* Interactii Van der Waals

Interactiile hidrofobe

Legatura de hidrogen

Transferul de sarcini

Schimb de liganzi 0O

Chemisorbtie.




Principalele tipuri de suport.

¢ Ca suporti adsorbanti de enzime pot fi utilizate un numar foarte mare de compusi.
Ei1 pot fi suporti minerali sau organici.

1. Suporti minerali.

O Argile | |

[ Sticla poroasa, silice poroasa i | oo

Alte materiale cum sunt materiale ceramice, hidroxilap—°—5—°—7~°

oxizi s1 hidroxizi ai metalelor, cuartul D j_u_j 69 somse’
| |

2. Suporti organici P

N Schimbatorii de ioni

N Colagenul.

[ Alti suporti pot fi celuloza, amidonul , taninurile, poliuretanul etc....

3. Imobilizarea prin punti metalice se poate aplica atat suportilor anorganici

cat si organici. In aceste metode suportilor utilizai (argile sau organici cum este
celuloza) li se adauga pentru activare unele saruri metalice care vor stabili cu
enzima punti metalice sau chelafi. Sarurile metalice utilizate pot fi TiCl,, TiCl,,
SnCl,, SnCl,, ZrCl,, etc. Suportul solid este mentinu timp de 5 — 10 minute in
solu‘;la sarii metallce si apoi uscat la 45°C. Sarea care nu a reactionat este eliminata
prin spalare. Enzima este apoi imobilizata prin simpla punere Tn contact cu suportul
astfel activat.




Avantaje si dezavantaje

Avantaje

* Este extreme de usor de aplicat fiind suficienta punerea in contact a
enzimei cu suportul. Este posibila regenerarea complexelor enzime —
suporturi.

Dezavantaje

* Fenomenele de partitie fiind prin excelenta reversibile riscul
aparitiei procesului de desorbtie poate oricand apare si este foarte
variabil in functie de afinitatea enzimei fata de suport.

* Afinitatea unei enzime pentru un suport dat depinde de repartitia
grupelor functionale pe suprafata sa si deci de structura sa
tridimensionala fiind dificil de stabilit a priori eficacitatea unei
adsorbtii.

* Enzima fiind imobilizata prin legatura directa pe suprafata unui
suport, accesibilitatea la situsul activ poate fi dificila in conformitate
cu orientarea moleculei de enzima.

* Capacitatea de adsorbtie este direct determinata de suprafata
disponibila, adsorbantii prezentandu-se adesea sub forme extreme
de variate.




Incluziunea

* Consta in includerea mecanica, de obicei ireversibila, a
moleculelor de enzima intr-o matrice insolubila. Modalitatile
prin care este inclusa enzima intr-un suport insolubil pot fi
grupate in doua categorii principale :

* includerea in reteaua tridimensionala a suportului -
polimerizarea enzimei sau

* delimitarea enzimei in interiorul unui volum ce o separa de
restul matricii insolubile printr-o membrana semipermeabila
proces - incapsularea enzimei




Imobilizarea prin polimerizare.

» Tn aceastd metoda preparatul enzimatic este dispersat n
solutia de monomeri pentru a forma un amestec omogen
(solutie sau emulsie). Polimerizarea monomerilor conduce la
formarea unor retele in interiorul carora este prinsa enzima.

* Prin procese de polimerizare si/sau copolimerizarea se pot
obtine produsi cu forme geometrice a purtatorului diferite :
granule mici de genul unor bile poroase, tuburi, fibre, filtre
poroase, membrane semipermeabile etc.

enzima monomeri

enzima reticulata

faza apoasa

1 \ T S 1 ¥
e ®) ™~ (e &)

faza organica bile de gel

acetat de
celuloza faza organica

AREYE AR
\t\ E : extruzie intr-o baie > \\é\ <~
OO de coagulant

} fibra de poliacetat de c.éluloza
. enzima
faza apoasa




Incapsularea

* Consta in captarea solutiei de enzima intr-un compartiment
limitat de o membrana selectiva care nu lasa sa treaca decat
moleculele mici.

=
-
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» Tncapsularea consta fie prin formarea unei membrane in jurul
unei micropicaturi de emulsie ce contine enzima conducand la
realizarea unei microcapsule fie prin retinerea moleculelor de
enzima intr-un macrovolum separat de mediul inconjurator de

membrana semipermeabila

faza apoasa monomer hidrofil

enzima

polimerizare 1 I

la interfata @

monomer hidrofob microcapsula

faza organica




Avantaje si dezavantaje

Avantaje

Reactiile de polimerizare sau de gelificare sunt reactii bine stapanite cu
mecanisme de reactie cunoscute. Reactivii implicati sunt reactivi de uzanta
clasica atat la nivel de laborator cat si industrial astfel incat extrapolarea aestor
metode nu intampina nici o dificultate din punct de vedere al disponibilitatilor de
materiale.

Procesul de includere permite imobilizarea completa a enzimei de interes intr-o
singura etapa. Deoarece nu este implicata nici o legatura intre enzima de interes
si polimer, riscurile de denaturare sunt limitate. Reactiile de incluziune nu
prezinta nici un caracter de specificitate si pot fi astfel aplicabile oricarui tip de
enzima, indiferent de structura sa primara sau tridimensionala.

Dezavantaje

Conditiile de polimerizare pot afecta enzima prin procese de denaturare datorate
interventiei radicalilor liberi (persulfat de potasiu) sau valori de pH ridicate
(sinteza nylonului).

Localizarea enzimei intr-o microcapsula sau un volum limitat de o membrana
semipermeabila implica obligatoriu transferuri de masa, a substratului la enzima
si apoi a produsilor in solutie. Fenomenele de difuzie si cele de de limitare
sterica in interiorul si exteriorul particulelor limiteaza capacitatea de actiune a
enzimelor.

Uneori proprietatile mecanice ale gelurilor obtinute nu sunt suficient de
satisfacatoare pentru ca enzima imobilizata sa poata fi utilizata la nivel pilot sau
industrial.




Legarea covalenta

« consta n reactia chimica dintre gruparile reactive ale suportului cu
cele ale enzimei, conducand la imobilizarea ireversibila a enzimeui.

* Un interes deosebit 1l prezinta metodele chimice care permit legarea
enzimelor prin grupari functionale indiferente pentru cataliza:

amino (o sau € ),

imido (de la triptofan) ,

amido (de la asparagina, glutamine),
hidroxil (de la serina, treonina),
carboxil (a, Bsauy),

tiol ( de la cisteina),

metiltiol (de la metionina ),

guanidil (de la arginina ),

imidazol (de la histidina).

Legarea se poate realiza pe suporturi anorganice (sticla poroasa, materiale
ceramice ), pe suporturi naturale ( celuloza, chitina, dextrana, agaroza) sau
pe polimeri sintetici (nailon, polistiren, poliacrilamida), prin intermediul unor
grupari imidocarbonat, oxiran, azida, diazo, izotiocianat, triazinil, etc




Legarea covalenta

 Matrici / suporturi utilizate in legarea covalenta a
enzimelor:

Carbohidrati: celuloza, DEAE celuloza, agaroza
Agenti sintetici: poliacrilamida

Proteine (colagen, gelatina, albumina)

Matrici cu grupari amino: amino-benzil-celuloza

Suporturi anorganice: sticla poroasa, silicagel CNBr-
agaroza si CNBr-Sepharose

Gruparile —OH si —NH, formeaza mai usor legaturi covalente




Legarea covalenta

- Materialele (pentru imobilizare)
caracteristici:
» suprafata compatibila cu a
enzimei;
e grupari reactive pentru
atasarea enzimelor,;

(b)

 capacitate mare de legare; -0

o | ~ . T functionalization
o merjca fa_’;a de componentii tionalization Nl _€®)
reactiei enzimatice; (E) -0

» stabilitate mare in conditiile
optime ale reactiei enzimatice




Reactoare enzimatice

* Principalele tipuri de reactoare

» Reactoarele pot fi clasificate in functie de:
- Forma enzimei utilizate/natura catalizatorului
- Geometria si hidrodinamica reactorului

» Natura catalizatorului
— Enzime solubile
— Enzime imobilizate Reactoare enzimatice

— Organite celulare imobilizate

— Celule imobilizate fara crestere
5 _

— Celulele libere sau }
— Celule imobilizate cu crestere/dezvoltare/ Bioreactoare/Fermentatoare




Reactoare enzimatice

» Un reactor enzimatic consta dintr-un vas sau o serie de vase,
utilizate pentru a realiza o conversie dorita prin intermediul

uneil enzime.

- Exista mai multe tipuri de astfel de reactoare:

(@)

{ﬂféﬁh (d)

L )

c‘_’l_‘“:‘ Evacuare produs

Alimentare substrat

a.) Reactor discontinuu cu agitare,
(STR);

b.) Reactor discontinuu cu membrana
(MR),

c.) reactor cu strat fix (PBR), numit
reactor cu flux (PFR), care contine
enzima imobilizata cu ajutorul unui
suport

d.) reactor continuu cu agitare (CSTR),
care este o versiune cu functionare
continua a (a);

e.) reactor continuu cu membrana
(CMR), care este o versiune operatad in
mod continuu a (b);

f.) reactor in strat fluidizat (FBR), in
care fluxul de gaz si/ sau substrat al
enzimei imobilizate mentine
particulele intr-o stare fluidizata.




Reactoare enzimatice

 (Geometria si hidrodinamica reactorului

/ Reactoare\
Reactoare discontinue Reactoare continue
(alimentare, apoi reactie) Alimentare si reactie
Reactor discontinuu cu Reactor continuu cu amestecare perfecta CSTR

amestecare perfecta
Reactor cu strat fix PBR

Reactor cu strat fluidizat FBR

Reactor cu membrana




Reactoare enzimatice

Exista mai multi factori importanti care determina alegerea reactorului pentru un anumit proces.

Tn general, alegerea depinde de costul determinat de o productivitate impusa pentru anumite
specificatii ale produsului.

Aceasta trebuie sa includd costurile asociate cu substratul (s), prelucrarea in aval, salariile,
amortizarea, cheltuielile generale si costurile implicate pentru cercetare si dezvoltare, in plus
fata de costurile mai evidente cum ar fi: construirea si functionarea reactorului enzimatic.

Alti factori care contribuie sunt posibilitatea alegerii formei sub care va lucra enzima (de exemplu,
libera sau imobilizatd), cinetica reactiei si proprietatile fizice ale suportului.

Atentie trebuie acordatd si scarii de functionare, eventuala necesitate de control a pH-ului si a
temperaturii, alimentarea si indepdrtarea gazelor si stabilitatea enzimei, a substratului si a
produsului.

Major components of product costs

Process related costs Human related costs

Product marketing related costs Administrative costs




Parametrii unui reactor
enzimatic

* Conversie

- S-S 100
A So

Raportul dintre cantitatea de substrat care s-a transformat in
reactia chimica si cantitatea de substrat intrata intr-un reactor

* Productivitate

Q.P
Vr

Cantitatea de produs obtinut pe unitatea de timp si volumul
reactorului




Reactoare enzimatice

* Reactor discontinuu Reactor continuu
cu amestecare perfecta

ST

S+P
* &

®@ @° € @F

Echipamente nu foarte scumpe Echipamente mai scumpe

Reglare simpla a pH-ului, temparaturii Permite lucrul in regim continuu
Se pot utiliza enzime solubile sau imobilizate
Pot utiliza substrate in diferite stari de agregare, vascoase, ...




Reactor discontinuu

Reactoarele discontinue constau, in general, dintr-un rezervor care contine un agitator. In mod normal, vasul
este prevazut cu sicane fixe care imbunatatesc eficienta de amestecare.

Un reactor discontinuu este unul n care tot produsul este indepartat, cat de repede este practic posibil,
dupa un timp determinat. In general, acest lucru inseamna ca moleculele de enzima si substrat au timpi de
resedinta identici Tn reactor, desi in unele circumstante poate fi nevoie de adaugari suplimentare de enzima si
/ sau substrat (adica, functionare cu alimentare continua sau cu recirculare).

Costurile de exploatare ale reactoarelor discontinue sunt mai mari decat in cazul proceselor continue,
datorita necesitatii de a goli si reumple regulat si de multe ori reactoarele. Aceastd procedura nu este numai
costisitoare Tn sine, ci inseamna ca existd perioade considerabile Tn care aceste reactoare nu sunt
productive.

Reactoarele disconitinue pot suferi, de asemenea, variatii de la lot la lot, deoarece conditiile de reactie se
schimba Tn timp si pot fi dificil de optimizat imediat.

Cu toate acestea, au o serie de caracteristici avantajoase. Principala dintre acestea este simplitatea lor atat in
utilizare, cat si in dezvoltarea proceselor. Din acest motiv, acestea sunt preferate pentru productia la scara
mica de produse la preturi ridicate, in special in cazul in care acelasi echipament trebuie utilizat pentru o
serie de conversii diferite. Ele ofera un mediu perfect controlabil, util pentru reactiile lente, unde
compozitia poate fi monitorizata cu exactitate si conditiile (de exemplu, temperatura, pH-ul, concentratiile
de coenzima) variate pe toatd durata reactiei. Ele sunt de asemenea utilizate atunci cand functionarea continua a
unui proces se dovedeste a fi dificila datorita naturii vascoase sau intractabile a amestecului de reactie.
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Reactor continuu

Omogenizarea perfecta permite un control riguros al temperaturii si pH-ului. In plus are si avantajul ca
minimizeaza problemele legate de rezistentele difuzionale.

Sunt larg raspandite, au o configuratie simpla, sunt usor de construit si permit inlocuirea usoara a
catalizatorului. De asemenea, permite utilizarea substraturilor cu o solubilitate redusa, permitand utilizarea
unor volume mari care contin concentratii mici de substrat.

Acest reactor este format dintr-un rezervor cu amestecare care contine enzima, care este in mod normal
imobilizata. Solutia de substrat este pompata continuu in reactor in acelasi timp cu eliminarea
produsului. Daca reactorul se comportd intr-un mod ideal, exista 0 amestecare totala si fluxul de produs
este identic cu faza lichidd din reactor si invariant in timp. Unele molecule de substrat pot fi indepartate
rapid din reactor, in timp ce altele pot ramane pentru perioade substantiale.

Este un reactor usor de construit, versatil si ieftin, care permite incércarea si inlocuirea simpld a
catalizatorului. CSTR-urile tind si fie destul de mari intrucat trebuie si fie amestecate eficient.
Volumele lor sunt de obicei de aproximativ cinci pana la zece ori volumul enzimei imobilizate continute.
Aceasta are insi avantajul ci existd o rezistenta foarte mici la curgerea solutiei de substrat, care poate
contine substrat coloidal sau insolubil, atat timp cat particulele insolubile nu sunt capablle sd mature
enzima imobilizati din reactor. Natura mecanici a agitarii limiteaza suporturile pentru enzimele
imobilizate la materiale care nu se dezintegreaza usor. Cu toate acestea, se poate utiliza o particula destul
de mica (pana la aproximativ 10 mm diametru), daca sunt suficient de dense pentru a ramane in reactor.
Acest lucru minimizeaza problemele datorate rezistentei difuzionale.
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Reactoare enzimatice
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* Reactor in strat fix

Valori ridicate ale conversiei
Colmatare, Infundare

NU substrat vascos sau gazos
Reglare dificila a pH-ului

So

Reactor in strat fluidizat
Intermediar intre CSTR si PBB
Fara colmatare

DA substrat vascos sau gazos

Reglare mai usoara a pH-ului




Reactoare enzimatice

in reactoarele PBR si FBR, timpul mediu de rezidenta al moleculelor de substrat
din reactor este mult mai scurt decat cel al catalizatorului sub forma de enzimelor
Imobilizate. Aceasta duce la o productivitate mult mai mare dintr-o cantitate fixa
de enzima decat se obtine in procesele discontinue.

Reactor cu strat fix - PBR

In acest caz particulele de enzima imobilizata sunt sustinute cu ajutorul unui suport
(placa perforata, sita) intr-o colona acare va fi traversata de solutia de substrat
amestecarea fiind absenta. Caracteristica cea mai importanta a acestui tip de reactor,
este ca materia curge ca un piston (plug flow reactor), sau cu deplasare totala. Deci, tot
curentul de substrat curge cu aceeasi viteza, paralel cu axa reactorului, tot produsul iese
cu acelasi tmp de stationare. Desi este des intalnit (configuratie S|mpla si usor de
construit), prezinta si dezavantaje: necesita o curgere in regim turbulent, care implica
viteze de alimentare inacceptabile.

Reactor cu start fluidizat — FBR

Reactorul consta dintr-un cilindru vertical care contine stratul de enzima imobilizata
sustinut de o sita sau o placa perforata. Stratul este fluidizat printr-o miscare rapida de
sus in jos a substratului singur, sau in combinatie cu un lichid sau un gaz (inert sau care
se utilizeaza in reactie). Viteza de fluidizare este cuprinsa intre 0.2-1 cm/s.




Reactoare enzimatice
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* Poate functiona continuu, cu o enzima solubila
Hidroliza unui substrat macromolecular — creste rata de
conversie




Reactoare enzimatice

 Gasirea solutiei optime constructive si de functionare pentru un reactor
enzimatic nu este intotdeauna o sarcina usoara.

* Pe de o parte, pot fi preferate reactoarele de tip discontinuu sau semi-
continuu, atunci cand:

enzimele prezinta o activitate ridicata, dar si o rata mare de dezactivare,
enzima este ieftina

produsul poate fi usor separat
contaminarea acesteia cu enzima nu este importanta.

- In schimb, utilizarea oferi O:
separare usoara a produsului (cu mai putine impuritati),
0 pierdere mai mica a enzimelor,
0 stabilitate crescuta a enzimei (si posibilitatea de stocare / reciclare),
protectia enzimel si
un control mai bun al procesului .




Reactoare enzimatice

* Imobilizarea enzimelor se realizeaza pe un suport
adecvat (pulbere, margele, folii, fibre, matrice etc.)
realizate dintr-o mare varietate de materiale (alumina,
silicati de aluminiu, ceramica, argila, geluri, carbune,
polimeri etc.) (prln functlonahzare reticulare, co-
polimerizare, cristalizare, Iegare covalenta) pentru a

creste stabilitatea enzimei, afectand mai putin
activitatea sa.
Cu toate acestea, imobilizarea enzimelor este

costisitoare si duce la 0 scaddere considerabila a

activitatii datorita:
interactiunilor matrice-enzima (schimbarea structurii
enzimei)

rezistentei suplimentare introduse de etapa de difuzie
prin suport.

Mai mult, atunci cand viteza de dezactivare a enzimei
este suficient de mare, utilizarea reactoarelor cu strat fix cu
enzime imobilizate devine prea costisitoare si
nefunctionald, necesitdind regenerarea / Tnlocuirea
frecventa a biocatalizatorului.
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Reactoare enzimatice

Pentru a decide cu privire la cel mai potrivit reactor si modul de functionare pentru
un proces enzimatic, comparatia trebuie sa se bazeze pe impunerea aceleiasi
capacitati de productle si timpul de reactie / stationare.

in general, optimizarea unui bioreactor implica derivarea conditiilor de functionare
care asigura maximizarea unui criteriu economic/de performantd (cum ar fi
conversia, randamentul, productivitatea, beneficiul, timpul de operare, utilitatile etc.)
n prezenta constrangerllor tehnologice si de S|guranta

Derivarea unei astfel de politici optime nu este o sarcina usoara, datorita
complexitatii procesului biochimic, a factorilor de influenta multipli care trebuie luati
in considerare, a caracteristicilor variabile de materii prime / biocatalizator si a
sensibilitatii ridicate a procesului la conditiile de operare.
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Reactoare enzimatice

* Punctul cheie 1n alegerea dintre alternativele reactorului este
stabilitatea termica si chimica a enzimei, exprimata prin timpul sau
de injumatatire Th anumite conditii de functionare.

- Daca enzima este ieftina, reactorul
poate fi o alegere buna pentru proces. Utilizarea reactorului semi-
continuu este deosebit de atractiva, datorita posibilitatilor sporite de a
controla procesul prin controlul adaugarii de co-reactanti (enzime,
co-enzime, substrat, aditivi). Astfel, eficienta procesului este adaptata
prin ajustarea sistemului de alimentare pe lot, ceea ce duce la o
prgductivitate mai mare a reactorului folosind un volum de reactic
redus.
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Reactoare enzimatice

- Daca enzima este scumpa si imobilizarea sa pe un suport solid
adecvat raporteaza o crestere considerabild a stabilitatii sale, se
recomanda reactoarele cu strat fix sau reactoarele cu strat
fluidizat, permitdnd multe zile de functionare continua, cu o
productmtate acceptablla Politica optima de alimentare a acestor
reactoare trebuie sa compenseze dezactivarea continua a
enzimei pastrand o conversie de iesire cvasi-constanta
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DE RETINUT!!

- ENZIMELE

<*Au o forma distincta 3D esentiala pentru activitate.
<+ Sunt catalizatori biologici extrem de eficienti si specifici.

<» Accelereaza viteza unei reactii biochimice posibila (Modifica
viteza de reactie, nu echilibrul de reactie).

<*Nu se consuma in reactie.
<+ Sunt extrem de specifice.

<*Vor reactiona cu unele molecule similare mai ales in cazul in
care concentratia lor este mare.

< Stabilizeaza starea de tranzitie.

< Viteza de reactie depinde de concentratia enzimei, substratului,
precum si de eficienta enzimei.




Enzime

Enzimele sunt proteine cu structura
complexa, deoarece lanturile de aminoacizi
se pliaza si se organizeaza sub forma de
ghem sau globuld, generand o arhitectura
tridimensionala specifica care include o
zona functionala, centrul activ, capabila sa
recunoasca substratul si sa 1l lege,
permitand astfel catalizarea eficienta a
reactiilor biochimice.

Enzima + Substrat = Complex Enzima-Substrat — Produs + Enzima (regenerata)

s , produsi
substrat
Y “ -

enzima

Mecanismul reactiei enzimatice presupune legarea
substratului la enzima, cu formarea unui complex activat
care permite obtinerea produsului si eliberarea enzimei,
care va relua ciclul catalitic




Enzime vs catalizatori chimici

(NS5, DIED)C, )

eSubstante chimice anorganice
*De obicei nespecifici, pot cataliza mai multe reactii similare

*Functioneaza adesea in conditii extreme (temperaturi ridicate, presiuni
mari)

*Reduc energia de activare fara a forma un complex specific
*De obicei nu sunt reglati biologic

*Majoritatea sunt proteine; unele ARN-uri {ribozime)
*Foarte specifici pentru substrat si tipul de reactie

*Functioneaza optim in conditii fiziologice (temperatura si pH moderate)
*Formeaza complexe enzima—substrat si reduc energia de activare
* Activitatea poate fi reglata prin inhibitori sau activatori




Relevanta industriala a diferentelor intre enzime si
catalizatori chimici generali

Caracteristica

Enzime
(biocatalizatori)

Catalizatori chimici
traditionali

Relevanta industriala

Temperatura de lucru

Scazuta sau moderata

Poate fi ridicata

Reduc consumul
energetic si protejeaza
substantele sensibile
termic

Presiunea de lucru

Normala sau moderata

Poate fi ridicata

Procese mai sigure si
mai economice

Specificitate

Foarte mare pentru
substrat

Generald, mai putin
selectiva

Produse cu puritate
crescuta si mai putine
subproduse nedorite

Viteza de reactie

Rapida pentru
substratul specific

Rapida in multe reactii

Poate fi optimizata in
functie de proces

Stabilitate

Sensibile la conditii
extreme

Mai stabile la
temperaturisi pH
extreme

Alegerea depinde de
conditiile procesului
industrial

Impact mediu

Redus, mai ecologic

Poate genera deseuri
sau subproduse

Contribuie la
sustenabilitate si
reducerea costurilor
de purificare

Costuri

Mai mari pentru
producere si purificare

Variabil, adesea mai
mici

Evaluarea cost-
beneficiu in functie de
volum si complexitate




