Encimi so katalizatorji reakcij v bioloskih sistemih

Pri vsaki kemijski reakciji je za nastanek nove vezi potrebno pretrgati stare vezi
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Encir
«Stabilizirajo prehodno stanje kemijske reakcije, kar zniza aktivacijsko energijo
*Omogocajo, da potekajo kemijske (biokemijske) reakcije relativno hitro ze pri nizki
temperaturi

Definiranje pojmov, ki nastopajo v povezavi z
encimsko kataliziranimi reakcijami

*Encim: Katalizator (protein), ki pospesi reakcijo
*Substrat: Molekula, katere pretvorbo v produkt pospesi encim. Kaj je substrat in kaj
produkt je odvisno od koncentracije obeh spojin!!!

*Kofaktor: Neproteinski del v encimu. Organska molekula ali ion (najveckrat kation),
ki je klju¢na za aktivnost encima

*Koencim: Organska molekula, ki je kofaktor

*Prostei¢na skupina: Kovalentno vezan kofaktor (koencim)

*Apoencim: proteinski del encima brez kofaktorja (¢e je to encim, ki ga potrebuje)
*Holoencim: Aktiven encim sestavljen iz proteinskega dela in kofaktorja

«Inhibitor: zaviralec encimske aktivnosti (lahko je protein, manj$a organska ali
anorganska molekula ali kovinski ion)

«Aktivator: Nekateri ioni, ki pospesijo delovanje encima, a niso popolnoma esencialni
(nadomesti jih lahko drug strukturno podoben ion)

«Cimogen: Nekativen encim, ki po aktivaciji (odcepu dela polipeptidne verige) postane
aktiven

Izoencimi: Encimi, ki se le malo razlikujeo v AK zaporedju in imajo enako katliti¢no
funkcijo

Klasifikacija encimov glede na tip reakcije, ki jo katalizirajo

Klasifikacijsko  razred encimoy vrsta reakeije, ki jo katalizirajo
Stevilo
1 oksidoreduktaze prenos elektronov, navadno v obliki hidridnih ionov ali vodikovih atomov
2 transferaze prenas funkeionalnih skupin z ene molekule na druga
3 hidrolaze razcep vezi s hidrolizo
4 liaze nastanek dvojnih vezi z odvzemom skupin ali adicija skupin na dvojne vezi
5 izomeraze pretvarha enega izamera v drugega s prenasom skupin znotraj molekule
] ligaze z razgradnjo ATP sklopljena tvorba vezi C-C, C-S, C-0 in C-N

Poimenovanje encimov:

*Konénica AZA

*Ime v povezavi s tipom reakcije in substratom/produktom, kofaktorjem npr. (polifenol-oksidaza)
«Klasifikacija v $est razredov (+3 hierarhi¢ni podrazredi)

*Encim polno okarakteriziramo s 4 zaporednimi Stevili




Hitrost encimskih reakcija ne naras¢a lienarno s koncentracijo substrata
(Michaelis Mentenova kinetika)
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Ky je merilo za afiniteto encima in substrata. Cim nizji je KM
(koncentracija substrata pri kateri je dosezena polovica maksimalne
hitrosti), vec¢ja je afiniteta (priviak) obeh molekul

*Vimax j& maksimalna hitrost, ki jo doseZe encim pri popolni nasi¢enosti s

substratom. Je merilo katalitske u€inkovitosti encima za pretvorbo
substrata (ko je ta Ze vezan na encim).

Katalitska uéinkovitost encimov (pospesitev hitrosti glede
na neencimsko katalizirano reakcijo) je zelo velika
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Enote za merjenje encimske aktivnosti ( “aktivna” koli¢ina encima)
«1 kat (katal): koli¢ina encima, ki pretvori 1 mol substrata v 1 sekundi
1 U: koli¢ina encima, ki pretvori 1pumol substrata v 1 minuti

Na kakSen nacin (s katerimi mehanizmi) encimi katalizirajo
pretvorbo substrata/ov v produkt/e
«PribliZevanje: V aktivnem mestu se izjemno poveca lokalna koncentracija dveh substratov in
tudi Cas, ko sta blizu skupaj (verjetnost, da bo prislo do reakcije se zelo poveca)
*Kovalentna kataliza: Pride do kovalentega intermediata med encimom (funkcionalna skupina
na stranski verigi ali kofaktor) in substratom. Nastali intermediat se pretvori v produkt.
+Kislinsko-bazi¢na kataliza: Stranske verige aminoksilin s kislinsko baznimi lastnostmi, lahko
substratu donirajo ali odvzamejo proton. pH v aktivnem mestu je lahko drugace od pH-ja v
raztopini, kar omogoca, da se hitrost dolo¢enih reakcij zelo poveca.
ij ksidacijska iza: P krat so v aktivnem mestu redoks aktivni ioni
(baker, Zelezo), ki substratu donirajo ali odvzamejo elektron (analogija s kislinsko-bazno katalizo)
«“Ukrivljanje in napenjanje” vezi v substratu: Vezava substrata v aktivno mesto encima je
energetsko ugodna, vendar pri tej vezavi pride tudi do manjsih strukturnih sprememb v molekuli
b: Posledi¢no se dolocene vezi laZje raz

Effect of Point Mutations on Calalytic Constants of Subtilisin Protease

Enzyme Jecat 671 Ky (RM) Keat/Mon T
Wild-type 6.2 % 10! 420
SFRpy; — ALA L 630
IS¢q —> ALA 19 x 107 1300
ASP3; — ALA 1.8 x 1072 1400

All three mulations 78x 107} 730




Kateri dejavniki vplivajo na aktivnost encimov

*Koncentracija substrata

*Koncentracija encima

*Temperatura

pH

*Vodna aktivnost

«Jonska jakost

*Polarnost medija

*Viskoznost medija (vpliva na difuzijo)
Prisotnost specifi¢nih zaviralcev reakcije

*Prisotnost specifénih aktivatorjev reakcije

Med procesiranjem Zivil prihaja predvsem do sprememb temperature, pH in vodne aktivnosti

Zacetna hitrost kemijske reakcije najprej nara§ca _AGH
potem pa pri¢ne pri dolo¢eni temperaturi strmo padati kK = Ae RT
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FIGURE 6.28 Thermal sensitivity of tomato fruit pectin methyl esterase. () Arthenius plot (Redrawn from
Laratta, B., et al. (1995). Proc. Biochem, 30:251-259.), where original data appears as circles and only closed
circles were used o construct linear approximations, Open square plot is from data derived from panel (b).
(b) First-order deactivation plots (Redrawn from Anthon, GE., et al. (2002). J. Agric. Food Chem. 50:6153—
6159.), where increasing slopes of plots correspond fo incubation temperatures of 69.8°C, 718°C, 73.8°C,
75.8°C, and 77.8°C.

Hitrost encimske katalize: In (k)= konstanta - E/(R.T); Ea ali AG*

Hitrost denaturacije encima: logaritem (%oaktivnost:
Dejanska izmerjena aktivnost v reakcijski mesanici je vsota teh dveh procesov
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*Optimalna temperatura za delovaje nekega encima je pri temperaturah, kjer postaja hitrost
denturacije relativno pomembna in zaéne prispevati k zmajSevanju koncentracije aktivnega
encima.

*Optimalna tempertaura za uporabo nekega encima ni neka fiksna temperatura, ampak je
odvisna tudi od tega, koliko ¢asa zelimo, da je encim aktiven.

<Encime najveckrat uporabljamo pri temperaturah, ki so od 5 °C do 20 °C niZje od njihovega
temperaturnega optimuma. Na ta na¢in jim podalj$amo “Zivljensko dobo”.

<Pri termi¢ni obdelavi Zivil pogostokrat Zelimo, da encimi ¢im manj vplivajo na Zivilo, zato je
smiselno ¢im hitreje presko¢iti “kritiéno” temperaturno obmocje HTSP




Ostali s temperaturo povezani dejavniki, ki vplivajo na hitrost
encimsko kataliziranih reakeij

+Slabsa topnost plinov pri h temperaturah. Ce je npr. kisik reaktant, bo lahko prislo (v
primeru velike Ky) do zmanj$evanaja aktivnosti, ¢eprav encim ne bo denaturiran.
*Denaturacija pri nizkih temperaturah. Nekateri polimerni encim se lahko denaturirajo pri
nizkih temperaturah (oslabijo hidrofobne interakcije, ki drzijo podenote skupaj).
*Temperatura vpliva na interakcije encima in substrata (razli¢en vpliv na hidrofobne,
vodikove in elektrostatske intekacije) torej se lahko s o inja Ky

Prisotnost substratov in tudi inhibitorjev termi¢no stabilizira encime (struktura aktivnega
mesta se kasneje porusi)

*Manjsi encimi, vodotopni encimi, encimi z ve¢jim $tevilom disulfidnih vezi, encimi v
“naravnem okolju”, ektarcelularni enimi so najveckrat bolj termostabilni

*Dolocen delez denaturiranih encimov se po ohladitvi na temperatruro, ki je nizja od Ty
lahko ponovno renaturira (odvisno od encima in od fizikalno kemijskega okolja)

pH vpliva na hitrost encimskih reakcij, saj encim in tudi substrat (v¢asih)
vsebujeta funkcionalne skupine, ki spreminjajo naboj v odvisnosti od pH

lonization Properties of Amino Acid lonizable Groups in Enzymes

AHyy, AHign
lonizable Group pky (25°C)  (keal mol~")  lonizable Group  pK (25°C)  (kcal mol=1)
Caboxgl Ammonium

C Terminal (o) 3032 ~E13 N-Terminal () 7.5-8.5 10-13
B1y-Caraoxyl (ASP, GLU) 3.0-5.0 £ Amina (LYS)  9.4-106
Tnidazolium (HIS) 55-1.0 69-75  Phenolic (TYR) 9.8-10.4 50-86
Sulhydryl (CYS) 8085 6570  Guanidium (ARG) ~ 11.6-12.6 12

*pH vpliva na stabilnost (denaturacija) in kataliti¢no aktivnost (interakcije+kataliza)

*pH lahko vpliva tudi na selektivnost encima, ki pretvarja ve¢ razli¢nih substratov
(enkrat bolje eni, drugi¢ drugi)

Aktivnost in stabilnost encimov kot funkcija pH
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*pH obmogje stabilnosti je najveckrat SirSe od obbmocja pH aktivnosti, saj denaturacija
(vezana na stabilnost) pomeni tudi izgubo strukture aktivnega mesta (aktivnost)

*Nekateri encimi so najbolj stabilni pri razmerah, kjer niso aktivni (velja za proteinaze-lahko
razgrajujejo same sebe)

Prisotnost inhibitorjev, substratov, aktivatorjev lahko razsiri obmogje pH stabilnosti
*Temperatura in pH sta komplementarna dejavnika pri vplivu na stabilnost encimov. Encim,
ki ni pri popolnoma optimalnem pH-ju glede stabilnosti se bo denaturiral pri nizjih
temperaturah kot, ¢e so zagotovljeni optimalni pogoji glede pH-ja.




Encimsko katalizirane reakcije pri nizki vodni aktivnosti (aw)
prakti¢no ne potekajo
Voda:
*Medij za difuzijo encimov in substratov
*Reaktant v primeru hidroliti¢nih reakcij in produkt v reakcijah kondenzacije

*Pri zelo nizkih a,, (0-0,1) je voda vezana le na najbolj polarne skupine encimov. Proste
vode v kateri bi potekal prenos snovi z difuzijo prakti¢no ni, zato je aktivnost zelo majna
Pri malo vigjih a, (0,1-do 0,4) pride do hidratacije celotnega proteina, $e vedno je zelo
malo proste vode in posledi¢no nizka encimska aktivnost.

*Vecina encimov kaze dologeno aktivnost Sele pri a,, > 0,4

TABLE 6.10
aw Requirements for Activily of Selected Enzymes

Fnzyme Matrix/Substrate  Minimum a, Enzyme Matrix/Substrate  Minimum iy

Amylases Rye flour 075 Amylases Starch 040-0.70
Bread 036

Phospholipases Pasta 043 Phospholipases  Lecithin 045
Wheat flour 096 Timases Oil, triburyria 0025
Grains 0.90 Phenol oxidase  Catechol 025

Glucose oxidase  Glucose 040 Lipoxygenase  Linoleic acid 050-0.70

Vpliv a,, na aktivnost encimov

*Po povecanju vodne aktivnosti se encimi reaktivirajo (pri nizki a,, ne zgubijo aktivnosti)
«Ceprav je aktivnost encimov nizka lahko dolo¢ene spremembe vseeno potekajo (&as)
*Sprememba a,, lahko vpliva na potek reakcije. Pri a-amilazah so favorizirani krajsi

li haridi, saj zaradi po¢ jSe difuzije prihaja do veckratne cepitve oligosaharidov
«a,, lahko vpliva na pH optimum (npr. pri PPO se povisa za 0,5, ¢e a,,= 1 a,, = 0,85)
«a,, lahko vpliva na Ky (npr. lipaza-najmanjsi Ky, ima pri a,, = 0,4)
*Nizka a,, stabilizira encime, saj so zaradi pomankanja vode, strukturne spremembe samega
encima pocasnejse (mobilnost)

«a,, raztopin lahko zmanjsujemo s snovmi kot so polioli (npr. glicerol). Ti stabilizirajo
strukturo proteinov, zaradi vecje viskoznosti pa mo¢no upocasnijo reakcije, kar je izjemno
primerno za shranjevanje encimov
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Vpliv osmolarnosti, ionske jakosti in suSenja na encimsko aktivnost

*Posledica susenja je povecevanje osmolarnsoti in ionske jakosti

*Razli¢ni ioni imajo razli¢en vpliv na strukturo protei (stabilizacija ali di ija)
*Encime lahko v pomankanju vode stabiliziramo z osmoprotektanti (polioli, sladkorji,
aminokisline), ki tvorijo z encimi vodikove vezi in elektrostatske interakcije in jih tako
stabilizirajo

*Z zmanj$anjem vsebnosti vode lahko obrnemo smer rekacije (npr. proteaze bodo
katalizirale sintezo peptidne vezi in ne hidrolize)

*Nekateri encimi so evolucijsko prilagojeni na okolje z veliko osmolarnostjo ali ionsko
Jjakostjo (npr. halofili). Njihova aktivnost se lahko s povecevanjem ionske jakosti zelo
poveca. Ker je pri visoki ionski jakosti zelo malo proste vode, so tak$ni encimi uporabni za
reakcije kondenzacije ( npr. proteaza termolizin se v zelo slanih raztopinah uporablja za
sintezo dipeptida aspartama (sladilo))

Aktivnost proteaze
termolizin kot funkcija
koncentracije NaCl

Relative activity




Vpliv zmrzovanja na encimsko ativnost

Tudi na zmrzovanje lahko gledamo kot na neke vrste dehidracijo, saj nevezana voda
kristalizira. Ostale spojine so bolj koncentrirane. Zmrzovanje ima kopleksen vpliv na
encimsko aktivnost.

Dejavniki, ki lahko pospesijo encimske reakcije
*Povecevanje koncentracije encimov in substratov
*Povecana ionska jakost in osmolarnost-pospesi aktivnost nekaterih encimov

*Porusenje strukture celic s kristali vode (substrati in encimi pridejo v stik)

Dejavniki ki zmanjsujejo hitrost encimsko kataliziranih reakcij (najveckrat prevlada)
*NiZja temperatura

«Zaradi povecane viskoznosti je manj$a difuzija encimov in substratov

*Povecana ionska jakost in osmolarnost-zmanjsa aktivnost ve¢ine encimov

Zmrzovanje in stabilnost encimov
*Majhni kristali pospesijo povrSinsko denaturacijo encimov (hitro zmrzovanje (takrat se
tvorijo majhni kristali) ni nujno dobro z vidika ohranjanja encimske aktivnosti)

*Pri odtajevanju lahko pride do velikih izgub v encimski aktivnosti (pri po¢asnem
odtajevanju se verjetnost za denaturacijo nekaterih encimov poveca)

Reakcije v Zivilih dobro potekajo tudi pri temperaturah

manjsih od 0 °C
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