Laborator 7 Medicina

Enzime 1. Efectul catalitic al enzimelor. Specificitatea enzimelor. Factorii care
influenteaza viteza reactiilor enzimatice

Obiective:

1. Cunoasterea definitiei enzimelor si a componentelor structurale ale acestora.

2. Cunoasterea tipurilor de specificitdti si exemple din fiecare categorie.

3. Deprinderea abilitatii de a demonstra influenta specificitatii de substrat.

4. Insusirea notiunii de activitate enzimatici si a modalititilor de exprimare a
acesteia.

5. Cunoasterea factorilor care influenteaza activitatea enzimaticd cu precizarea
modului in care se realizeaza aceasta influenta.

6. Insusirea clasificarii enzimelor dupa localizarea celulara si a cauzelor prezentei in
ser a acestora.

Enzimele sunt biocatalizatori care maresc viteza reactiilor chimice pe care le catalizeaza,
permitand ca acestea sd aiba loc in conditii compatibile cu viata. Enzimele catalizeaza numai
reactii care termodinamic sunt posibile, ele nu deplaseaza echilibrul unei reactii, ci fac ca
acesta sd fie mai repede atins.

Substantele asupra carora actioneaza enzima poartd numele de substrat, iar compusul sau
compusii care rezultd in urma actiunii enzimei poartd numele de produs de reactie.

Enzimele sunt compusi cu structurd complexa. Unele sunt proteine formate numai din
resturi de aminoacizi, altele sunt constituite dintr-o componenta proteica (apoenzima) si una
neproteicd care, dacad este puternic legatd In structura enzimei este denumitd grupare
prostetica, iar daca este usor disociabild poartd numele de coenzima. Enzimele au toate
caracteristicile catalizatorilor, dar eficienta lor catalitica este superioara celei Inregistrate in
cazul catalizatorilor chimici.

Cea mai importantd deosebire intre activitatea cataliticA a enzimelor si cea a
catalizatorilor chimici consta in inalta specificitate de actiune a enzimelor.

Specificitatea enzimelor
Apoenzima determind specificitatea de substrat. Coenzimele (in general, derivati ai
vitaminelor hidrosolubile si ioni metalici) sunt cele care determina specificitatea de reactie. In
functie de modul in care apoenzima leaga substratul se pot deosebi mai multe tipuri de
specificitate de substrat:
- specificitate absoluta de substrat;
- specificitate relativa de substrat;
- stereospecificitate de substrat.
Specificitatea absoluta
Principiu: Enzimele care actioneaza asupra unui singur substrat sunt considerate ca au
specificitate absoluta. Astfel, ureaza catalizeaza numai reactia de hidroliza a ureei, dar nu si a
compusilor cu structura asemanatoare, ca tiouree sau acetamida.
Prin hidroliza ureei rezultd CO; si NHj3, ultimul putand fi identificat prin reactia cu

reactivul Nessler.
NH,

_ ureaza
0] C<NH2 + H,O0 =%~ co0, + ,NH,
Reactivi:
1. Uree 2%;

2. Tiouree 2%;



3. Acetamida 2%;
4. Ureaza 1%;
5. Reactiv Nessler.

Mod de lucru:

In trei eprubete se introduc urmatorii reactivi:
Reactivi 1 2 3
Uree 2% 3 - -
Tiouree 2% - 3 -
Acetamida 2% - -
Ureaza 1% 1 1 1

15minla37°C

Reactiv Nessler 0,5 | 0,5 | 0,5

Numai in eprubeta 1 se va obtine cu reactivul Nessler o coloratie portocalie, care aratd
prezenta amoniacului deci, sub influenta ureazei, s-a produs numai reactia de hidroliza a
ureei. Celelalte substante, desi prezinta structuri asemanatoare cu ureea, nu au fost hidrolizate
in aceleasi conditii de reactie, ceea ce demonstreazd cd ureaza actioneazad selectiv asupra
ureei.
Specificitatea relativa
Principiu: O enzima care actioneaza asupra unui grup de substante care au structurd apropiata
prezinta specificitate relativa de substrat.

Astfel, tirozinaza din cartof catalizeaza oxidarea fenolilor (tirozina, adrenalina, fenol,
crezol) la compusi chinonici de culoare bruna.
Reactivi:

1. Extract de cartof crud. Se curata cartoful de coaja si apoi se taie felii subtiri, care se

maruntesc in mojar cu 10 ml apa distilata. Extractul se filtreaza si contine tirozinaza;

2. Tirozina 0,5 % in hidroxid de sodiu 0,01 N;

3. Fenol 1%;

4. Rezorcina 1%.
Mod de lucru:

In trei eprubete se masoara 2 ml solutie tirozina, 2 ml solutie de fenol in cea de-a doua si
2 ml solutie rezorcind in a treia eprubetd. Se adaugd in eprubete 1 ml extract de cartof si se
mentine o ord la 37 °C, pe baie de api sau la termostat. Se agitd din timp in timp pentru a méri
contactul cu oxigenul atmosferic. Continutul eprubetelor se coloreaza in rosu-brun, iar dupa 1
h se coloreaza in brun-negru.

Factorii care influenteaza activitatea enzimelor

Cantitatea de enzima care se gaseste intr-o proba si actioneaza in conditii optime asupra
substratului adecvat este exprimata prin activitatea enzimatica. Activitatea enzimatica este
influentatd de o serie de factori fizici sau chimici: temperatura, pH-ul, concentratia enzimei,
efectori enzimatici: activatori sau inhibitori.

Influenta temperaturii asupra activitatii amilazei salivare
Influenta temperaturii asupra reactiilor enzimatice se manifesta prin:
- modificarea vitezei reactiei enzimatice;
- denaturarea partii proteice a enzimei.

Temperatura optima este cuprinsd intr-un interval larg, pentru majoritatea enzimelor
variind intre 30-50°C. Se preferi ca temperatura de lucru si fie 37°C, deoarece distrugerea
enzimei este practic nuld, iar viteza reactiei este suficient de mare.

Principiu: Amilaza salivari este activi la 37°C, dar prin fierbere se inactiveazi si nu mai are
actiune hidrolitica asupra amidonului.



Reactivi:

1. Saliva diluata;
2. Amidon 1 % in clorura de sodiu 0,3 %;
3. Reactiv Fehling.

Mod de lucru:

In doua eprubete se misoara cate 4 ml solutie amidon. Intr-una din eprubete se adaugi 1
ml saliva proaspatd nefiartd, iar in cealalta 1 ml saliva fiartd. Se agitd si se introduc in
termostat la 37°C, timp de 15 minute. Se adaugi in fiecare eprubeti cite 1 ml reactiv Fehling
si se fierb pe baie de apa 5 minute. Se analizeaza prezenta oxidului cupros rosu-caramiziu in
cele doud eprubete.

Influenta pH-ului asupra activitatii amilazei salivare

Enzimele, in calitate de proteine, contin un numar mare de grupari amino, carboxil si alte
grupari disociabile, comportandu-se ca amfioni. Din aceasta cauza variatiile de pH produc
modificari in incarcatura ionicd a enzimei, cu repercursiuni asupra conformatiei, ceea ce
afecteaza si centrul catalitic. Influentele survenite se reflectd in activitatea catalitica, respectiv
in viteza de reactie, a carei reprezentare graficd corespunde unei curbe sub forma de clopot.
pH-ul corespunzator maximului curbei se considera pH-ul optim de actiune a enzimei.

Viteza unei reactii enzimatice este maxima la un pH optim specific fiecdrei enzime. De
exemplu, pepsina din sucul gastric actioneaza la pH = 2, tripsina din sucul pancreatic la pH de
aproximativ 7,8-8, fosfatazele alcaline la pH intre 8,5-10 etc.

Reactivi:
1. Clorura de sodiu 0,3 %;

2. Amidon 1 % in clorura de sodiu 0,3 %;
3. Acid clorhidric 0,2 %;
4, Hidroxid de sodiu 1 %;
5. Solutie I/KI;
6. a-amilaza -1 mg/ml.
Mod de lucru:

In doui seturi a cite 8 eprubete se pipeteaza cate 1 ml apa distilata. In prima eprubeti a
primului set se introduce 1 ml solutie HCI 0,2 %. Se omogenizeaza prin agitare. Se recolteaza
I ml solutie si se introduce in a doua eprubetd, agitand pentru omogenizare. Operatia se
continud pana la ultima eprubetd, din care se Inlaturd 1 ml solutie.

Se procedeaza asemanator si cu al doilea set de eprubete, numai ca, in locul HCI, se
foloseste solutie NaOH 1 %. Se masoara pH-ul solutiilor. Se adauga in fiecare eprubetd cate 2
ml amidon 1 % si 1 ml o-amilazi. Se omogenizeazi si se incubeazi 15 minute la 37°C.
Récire.

Acid sau 1 2 3 4 5 6 7 8
baza,mg
HCI 1 0,5 0,25 0,125 0,062 | 0,0312 | 0,0156 | 0,0078
pH
NaOH 5 2,5 1,25 0,625 0,312 0,156 0,078 | 0,038
pH

In fiecare proba se adaugi cate 2 picituri reactiv I/KI. Dupi agitare se noteazi prima
proba in care nu se mai observa o coloratie rosie-bruna, indiciu pentru hidroliza completa a
amidonului. Cu ajutorul datelor din tabel se gaseste pH-ul optim de actiune a enzimei.

Influenta efectorilor
Efectorii care stimuleaza activitatea enzimelor se numesc activatori, iar cei care o
incetinesc sau o inhiba se numesc inhibitori.



Exemple: ionii de clor activeaza amilaza, ionii de mangan activeaza arginaza, ionii de
magneziu activeaza fosfatazele.

Inhibitorii pot sa actioneze fie asupra enzimei, fie asupra complexului enzima-substrat.
Inhibitia poate fi: competitiva, necompetitivd, incompetitiva, allosterica.
Influenta efectorilor asupra a-amilazei
Principiu: Se experimenteazd actiunea a-amilazei asupra solutiei de amidon, in prezenta unui
activator (NaCl), a unui inhibitor (Pb(NO3)2) si in absenta acestora. Prin reactia cu iodul a
probelor colectate la mai multe intervale de timp se determind timpul in care se produce
hidroliza integrala a amidonului.
Reactivi:

1. Amidon 1%;

2. Amilaza;

3. Solutie tampon fosfat 0,066 M, pH 6,8: se prepara din solutie de fosfat monopotasic

0,066 m si solutie fosfat disodic 0,066 M;

4. Clorura de sodiu 1 %;

5. Azotat de plumb 0,001 M;

6. Solutie [o/KI 1%.
Mod de lucru:

Reactivi Martor 1 2

Amidon 1 % 5 5 5

Tampon fosfat 2 2 2

NaCl 1% - 2 -

Azotat de plumb 0,001 M - - 2

Apa distilata 2 -

Se termostateazi la 37°C
Amilazi | 05 | 05 | 05

Se recolteaza la intervale de 4 minute esantioane de cate 1 ml pe care se incearca reactia
cu iodul prin tratare cu 2 picaturi solutie iod-iodurd. Se noteaza pentru fiecare proba intervalul
de timp la sfarsitul caruia reactia cu iodul nu mai este pozitiva.

Inhibitia ureazei de citre ionii de Cu?*

Principiu: Ionii de cupru inhibd activitatea ureazei, enzima care hidrolizeaza ureea cu
formare de amoniac si dioxid de carbon.

Reactivi:

1. Ureaza 2 %;

2. Uree 0,5 %;

3. Sulfat de cupru 2 %;

4. Reactiv Nessler.

Mod de lucru:

In doua eprubete se masoara cate 1 ml solutie de ureazi 2 %. Intr-una din eprubete se
adauga 0,3-0,4 ml solutie sulfat de cupru 2 %. In ambele eprubete se adaugi 0,5 ml solutie de
uree 0,5 % si se mentin intr-un termostat la 37°C, timp de 30 minute. Dupd ricire se adaugi in
fiecare eprubeta 3-4 picaturi reactiv Nessler. In eprubeta in care s-a adaugat solutia de sulfat
de cupru reactia trebuie sd fie negativa, iar in eprubeta fard sulfat de cupru trebuie sd se
formeze complexul caramiziu rezultat in urma reactiei dintre amoniac si reactivul Nessler.

Exprimarea activititii enzimatice

Pentru exprimarea activitdtii enzimatice se pot folosi unitati arbitrare, dar acestea
creeaza confuzii la interpretarea rezultatelor.
Exemple:
- cifra catalazica pentru catalaza;



- unitafi Bodansky pentru fosfataze;
- ml NaOH pentru lipaze etc.

De aceea, Uniunea Internationala de Biochimie (IUB) a propus unitatea internationala (UI).
Ul reprezintd cantitatea de enzimd care transforma un umol substrat pe minut la 25°C, in

conditii optime.

1 UI =1 umol de substrat transformat / min / 1 1a 25°C.

Activitatea enzimelor se poate exprima si in mU/ml (au concentratie mica in medii biologice).
Unitatile arbitrare se pot transforma in UI prin corectie cu anumiti factori de corectie.
Recent s-a introdus o noua unitate denumita katal (1kat este cantitatea de enzima ce

catalizeaza transformarea a 1 mol de substrat pe secundd), echivalenta acestuia cu unitatea

internationala fiind 1UI = 16,67 nkat. Se foloseste exprimarea in nkat pentru ca activitatile
enzimelor in lichidele biologice sunt mici.

Puritatea unei enzime dintr-un extract proteic se exprima prin activitatea specifica care
reprezinta numarul de unitati (Ul) pe mg proteina sau numarul de katali pe kg proteina.

Repartizarea intracelulara si tisulara a enzimelor

Enzimele sunt repartizate intracelular diferentiat existind o anumitd specializare
biochimica in raport cu fiecare compartiment subcelular.

Membrana celulara are numeroase enzime implicate in transportul substantelor.

In mitocondrii sunt localizate enzimele care catalizeazi o serie de procese al ciror efect
energetic este foarte important. Astfel, Tn membrana mitocondriald se gasesc localizate
enzimele lantului respirator, ale decarboxilarii oxidative a a-cetoacizilor, iar in matricea
mitocondriala enzimele ciclului Krebs, ale oxidarii acizilor grasi, pentru unele etape din
procese de sinteza din metabolismul proteic, al bazelor azotate etc.

In nucleu se gisesc numeroase enzime, caracteristice fiind cele implicate in metabolismul
acizilor nucleici.

In ribozomi se gisesc enzimele ce intervin in biosinteza proteinelor.

In reticulul endoplasmatic neted sunt localizate enzime implicate in metabolismul
colesterolului, procesele de detoxifiere, iar in citoplasmd se gisesc numeroase enzime care
intervin in diferite procese metabolice esentiale pentru metabolismul intermediar (lactat
dehidrogenaza, transaminaza GPT, hexokinaza, etc.).

In lizozomi se gisesc o serie de hidrolaze cu rol in degradarea hidrolitica a celor mai
diverse substraturi.

Unele enzime au localizare mixta prezentand forme ce se gasesc 1Tn mai multe
compartimente subcelulare (transaminaza GOT, malatdehidrogenaza, etc.).

Cauzele prezentei in ser a enzimelor celulare
Prezenta in plasma a unor enzime mitocondriale sau din alte organite indica un grad de
severitate mai mare pentru afectiunea respectivd decat in cazul prezentei enzimelor
citoplasmatice.
Clasificarea enzimelor plasmatice dupa localizare:
1. enzime plasmatice functionale — enzime ce au substrat in plasma:
pseudocolinesteraza;
lipoproteinlipaza;
ceruloplasmina;
factorii coagularii (trombina).
2. Enzime nespecifice plasmei:
a. enzime de secretie — secretate de diverse organe (amilaza, lipaza, tripsina, pepsina);



b. enzime celulare — care actioneaza in condifii normale in celule, concentratia lor
plasmatica fiind foarte mica.
Cauzele prezentei in ser a unor cantitafi mai mari de enzime sunt:
- modificarea permeabilitatii membranei;
- liza celulelor;
- necroza tisulara.



