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KINETYKA ENZYMATYCZNA

Kinetyka enzymatyczna opisuje wptyw rdéznych czynnikdw (stezenia reagujgcych substancji, temperatury, pH,

obecnosci katalizatorow i inhibitoréw, itp.) na szybko$¢ reakcji enzymatycznej. Ponizej omoéwiony zostat wptyw

najwazniejszych czynnikdw na szybkosé reakcji.

Woptyw stezenia substratu

Szybkos$¢ reakcji enzymatycznej (V) rosnie wraz ze wzrostem stezenia
substratu (c). W pewnym przedziale stezen (w reakcjach jedno
substratowych) szybkosc¢ reakcji jest liniowo zalezna od stezenia substratu.
Zaleznos¢ te przedstawia wykres Michaelisa-Menten. Krzywa zaleznosci V
od ¢ ma przebieg hiperboliczny. Przy wysokim stezeniu substratu predkosc
re akcji osigga wartos¢ maksymalng (Vmax). Dalszy wzrost stezenia substratu

nie zwieksza szyb kosci reakcji.

Stezenie substratu, przy ktérym predkos$é reakcji osigga potowe predkosci
maksymalnej, nosi nazwe statej Michaelisa, oznaczanej symbolem Ky. Jest
ona miarg powinowactwa enzymu do okreslonego substratu. Wyraza sie jg

najczesciej w pmol/dm3.

W wielu przypadkach enzym moze przeksztatcaé¢ kilka substratéw, ale
wykazuje rézne powinowactwo do kazdego z nich (Rys. 1). Poszczegdlne
substraty sg tatwiej - a badz trudniej - b wigzane w miejscu aktywnym
enzymu. W przypadku a reakcja osigga predkos¢ maksymalng juz przy niskim
stezeniu substratu. Stata Micha elita jest niska. W przypadku b reakcja osigga
predkosé maksymalng przy wysokim stezeniu substratu. Stata Michaelita jest

wysoka.

Zaleznos¢ szybkosci reakcji od stezenia substratu mozna przedstawi¢ w
postaci wykresu Lineweavera-Burka (Rys. 2). Na osi rzednych oznacza sie
odwrotnos¢ predkosci reakcji, na osi odcietych odwrotnos$¢ stezenia
substratu. Zalezno$¢ ma charakter liniowy. Prosta przecina osie
wspotrzednych w dwéch charaktery stycznych punktach, o$ rzednych w
punkcie odpowiadajgcym odwrotnosci predkosci maksymalnej, a o$ odcietych

w punkcie odpowiadajgcym ujemnej odwrotnosci statej Michaelisa.
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Rys. 1. Wykres Michaelisa-Mentena
przedstawiajgcy zalezno$¢é szybkosci
reakcji (V) od stezenia substratu (c) dla
enzymu o réznym powinowactwie do
substratéw a i b.
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Rys. 2. Zaleznos¢ szybkosci (V) reakcji
enzymatycznej od stezenia substratu
(c) wedtug Lineweavera-Burka dla
enzymu o réoznym powinowactwie
do substratow a i b.
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* Reakcje enzymatyczne stanowig ztozone uktfady kilku reakcji posrednich o réznych szybkosciach reakcji. W 1913 roku Michaelis

i Menten zaproponowali zapis przebiegu reakcji enzymatycznej jako:

v Vv
E+S L ES 3 E+P
v vy

gdzie: [E] - to stezenie enzymu, [S] - stezenie substratu, [P] - stezenie produktu i [ES] - stezenie kompleksu enzym-substrat, v -
szybkos¢ powstawania kompleksu enzym-substrat, v2 — szybkos¢ rozktadu kompleksu enzym-substrat, vs - szybkos¢ rozktadu

kompleksu enzym-produkt, va - szybko$é powstawania kompleksu enzym produkt.
Odpowiednie szybkosci reakcji mozna zapisa¢ nastepujaco:

vi=ki[E][s] i v, = k, [Bs]; vy = kg [BS]; v, =k, [5][P]
gdzie: ki - stata szybkosci reakcji E + S = ES, ko - stata szybkosci reakcji ES = E + S, ks - stata szybkosci reakcji ES = E + P, ks - stata
szybkosci reakcji E + P = ES. Kompleks ES tworzy sie z szybkoscig vi + vz, a rozktada z szybkoscig vz + vi. W stanie rGwnowagi mozna

przyjaé, ze obie sumy sg sobie réwne vi + vz = v2 + v3. Po podstawieniu mozna zapisac:

ki [E] [s] + x, [E] []] = k, [B8] + kq [ES]

(] (k1 [s]+ka[e]) = [E8] (x2+k3)
[Es] _ ka[s]+ka[e] _ xa[s] ! 7]
[E] ks +kq ks+ka  kotks

Poczatkowe stezenie produktu [P] jest bardzo mate, mozna je wiec poming¢:

[Es] _ xs]
|E] ko +ky
[E3] _ K

Ells]  kztks

Szybkos¢ reakcji zalezy od stezenia kompleksu enzym substrat [ES], statg rownowagi omawianego uktadu mozna zapisac jako:

kot k3 [E][8]

ky [ES]
Stata ta nosi nazwe statej Michaelisa i jest oznaczana symbolem KM. W stanie rGwnowagi stezenie enzymu [E] jest rGwne stezeniu
enzymu wolnego niezwigzanego w kompleksie [ES], [E] = [E]-[ES], stad mozna zapisac: ([E‘.]—[E‘.S])[S]
K = -
M [Es]
Po przeksztatceniu otrzymujemy: ESF%
Ky +[S]
. . . =]
Dzielgc stronami przez [S], otrzymujemy: [ES] = %
M
—=+1

(8]
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Szybkos¢ reakcji enzymatycznej determinuje gtdwnie stezenie enzymu i szybkosé przeksztatcania sie kompleksu enzym-substrat

[ES] w produkt. Opisuje to rownanie: v =vs = k3 [ES]. Poréwnujgc powyzsze réwnania otrzymujemy: [E]

W przypadku gdy stezenie substratu [S] jest duzo wieksze od Km, réwnanie mozna zapisac:

Przeksztatcajac powyzsze réwnanie mozna zapisac jako: (Vmax —V){+[5]]= (VmaXKM)

Réwnanie to nosi nazwe rownania Michaelisa-Menten. Jest to rdwnanie hiperboli, ktéra dazy do osiggniecia v
max

v
wartosci Vmax. Gdy stezenie substratu [S] rowna sie Km wtedy réwnanie Michaelisa-Menten przybierze forme: 2

Pozwala to na graficzne wyznaczenie statej Michaelisa Km. Niestety metoda ta jest ktopotliwa, gdyz nie daje pewnosci czy

osiggnieta zostata juz szybkos$¢ maksymalna reakcji. Aby utatwi¢ wyznaczenie Km prze ksztatémy rownanie Michaelisa-Menten do

postaci liniowej: EM 4
1 _ 8]
v Vmax
l: K_M+1 1
v | [g] Vmax
1 1 Km

+

= +
Vv Vmax Vmax

1
[s]

Powyzsze réwnanie nosi nazwe réwnania Lineweavera-Burka.
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Wptyw temperatury

Predkos¢ reakcji enzymatycznej w pewnym przedziale temperatur (0-40°C) wzrasta wraz z temperaturg. Na ogot
wzrost temperatury o 10°C podwaja predkos¢ reakcji, ktorg charakteryzuje wspodtczynnik vant Hoffa. Wiekszos¢

enzymow traci nieodwracalnie aktywnos$é powyzej 65°C, gdyz nastepuje denaturacja cieplna biatek enzymatycznych.

Wzrost szybkosci reakcji pod wptywem temperatury jest wynikiem 4
aktywacji czasteczek substratéw. Energia ta, zwana energig aktywacji,
optimum
powoduje rozluznienie wigzan w reagujacych czasteczkach oraz stuzy do /\

pokonania sit odpychania miedzyczgsteczkowego.

Enzymy zmniejszajac energie aktywacji obnizaja bariere energetyczna
pomiedzy poszczegdlnymi reagujgcymi czgsteczkami. Obnizenie energii
aktywacji nawet nieduze, prowadzi do znacznego wzrostu szybkosci

reakcji. Np. w procesie rozktadu H,0, na O; i H,0, energia aktywacji bez

. . , . T
katalizatora wynosi 75kJ/mol, w obecnosci katalazy tylko 23 kJ/mol, a >

Rys. 3. Zaleznos$é szybkosci reakgji
enzymatycznej (V) od temperatury

reakcja przebiega 3x10™ razy szybciej.

Optymalne temperatury zalezne sg od czasu inkubacji, pH, stezenia soli, (M.

obecnosdci aktywatoréw, inhibitoréw. Aktywnos¢ w temperaturze

optymalnej nie jest stata, ale spada w miare przedtuzania czasu pomiaru (przebiegu reakcji). Zjawisko to ma kilka
przyczyn: narastanie szybkosci o kierunku przeciwnym w miare gromadzenia sie produktéw reakcji, hamowanie

aktywnosci przez produkt, zmniejszenie stezenia substratu, zmiany pH i itp.

* Wspétczynnik vant Hoffa wskazuje ile razy zwiekszy sie szybkosc¢ reakcji przy podniesieniu temperatury o 10°.

_ kpyap

Q10 .

gdzie: kr - stata szybkosci rekcji w temperaturze wyjsciowej, kt+10 - stata szybkosci rekcji w temperaturze o 10° wyzszej.
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Wplyw pH

Optymalne pH dla kazdego enzymu utrzymywane jest przy pomocy buforéow.
Wykazano, ze sktad i stezenie (sita jonowa) uzytego bufor ma istotne znaczenie
przy wyznaczaniu optimum pH, ktére moze okazac sie rézne w odmiennych
buforach. Z reguty szybkos¢ reakcji enzymatycznej jest odwrotnie
proporcjonalna do kwadratu sity jonowej. Sktadniki buforu mogg wptywad
aktywujgco lub hamujgco na aktywnos$¢ enzymu w sposéb bezposredni lub
posredni. Wptyw bezposredni zwigzany jest z oddziatywaniem sktadnikéw
buforu na centrum aktywne, za$ posredni z jonizacjg grup poza centrum
aktywnym. Sktadniki buforu moga rowniez reagowac z kofaktorami, wigzac¢ np.
kationy wymagane do aktywnosci enzymoéw (wapn przez ortofosforany w

buforze fosforanowym). Nalezy rowniez zwracaé uwage na pojemnosc

pH

Rys. 4. Zalezno$¢ szybkosci reakcji
enzymatycznej (V) od pH (pH).

buforowa, zwtaszcza gdy w przebiegu reakcji po wstajg produkty kwasowe, ktdre mogg doprowadzi¢ do przekroczenia

pojemnosci i znacznej zmiany pH.

Wiekszos$¢ enzymow jest nieczynna ponizej pH 4 oraz powyzej pH 10 (po przekroczeniu tych skrajnych wartosci

nastepuje zwykle denaturacja biatka enzymatycznego). Optimum pH dla enzymoéw z wyciggdw tkankowych znajduje

sie w srodowisku zblizonym do obojetnego. Sg tez enzymy o skrajnych optimach pH, np. dla pepsyny przypada ono w

pH - 1,5, dla fosfatazy alkalicznej w pH - 9,5.

Wptyw aktywatoréow

Réznego rodzaju aktywatory nie biorgce udziatu w reakcji katalitycznej uczynniajg enzymy lub zwiekszajg ich

aktywnos¢. Mozna je podzieli¢ na 3 grupy:

e jony niektorych metali, wbudowanych w czgsteczke apoenzymu,

e zwigzki wielkoczgsteczkowe o charakterze biatkowym dziatajgce przez odstoniecie grup czynnych,

e drobnoczasteczkowe potaczenia organiczne usuwajgce wptyw zwigzkéw hamujacych.

Liczne ,pierwiastki sladowe” sg niezbednymi sktadnikami pokarmowy mi dla organizmu poniewaz petnig role

swoistych aktywatoréw poszczegdlnych enzymow.
Enzymy sg aktywowane najczesciej przez nastepujace jony:

e Mg? (fosfatazy, fosforylazy, fosfokinazy, syntetazy),

e 7Zn* (anhydraza weglanowa, dehydrogenaza mleczanowa i alkoholowa oraz proteazy),
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e Mn? (peptydazy, arginaza),
e Ca* (lipaza),
e Cu* (oksydazy),

e oraz niekiedy Fe*" Fe?* Co*" Ni?*, Na*, K*.

Kationy metali ciezkich majg dziatanie hamujgce. Aniony majg maty wptyw na aktywnos¢ enzymow. Wyjatkiem jest

amyla za aktywowana chlorkami.

Enzymy niekiedy wydzielane sg w postaci nie wykazujgcej czynnosci katalitycznej, czyli w postaci prekursorow
(proenzymow). Na przyktad trypsynogen przechodzi w czynng postac, trypsyne, pod dziataniem aktywatora -

proteolitycznego enzymu enteropeptydazy (enterokinazy).

Aktywnos¢ wielu enzymow fatwo ulega zahamowaniu. Proces ten nazywamy inhibicjg, a czynniki hamujace przebieg

reakcji enzymatycznych to inhibitory. Dzielg sie one na 3 grupy:

e inhibitory kompetycyjne (wspdtzawodniczace),
e inhibitory niekompetycyjne (niewspodtzawodniczace),

e inhibitory akompetycyjne
Inhibitory kompetycyjne charakteryzujg sie budowg chemiczng podobng do substratu. Dzieki temu mogg konkurowac

z substratem o miejsce w centrum aktywnym enzymu i przytaczajg sie tylko w tym miejscu. Konsekwencjg tych

wiasciwosci jest zaleznosé stopnia inhibicji od stezenia inhibitora i odwracalnos¢ takiej inhibicji.

A

74 A
1
v
Vmax
a b
Vmax
2
- 1
KM{a) KM(b} c > c >
Rys. 5. Wykres Michaelisa-Mentena Rys. 6. Wykres Lineweavera-Burka w
w obecnosci inhibitora obecnosci inhibitora
kompetencyjnego (i) orazjego " kompetencyjnego (i) oraz jego braku
braku (a). (a).
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Wartos¢ Ky ulega zwiekszeniu, Vmax pozostaje bez zmian, a stosunek tych wartosci do siebie wzrasta. Inhibitory

niekompetycyjne moga mie¢ rézng budowe, tgczg sie nie tylko z enzymem, ale réwniez z catym kompleksem enzym-

substrat, blokujgc jego przeksztatcenie i rozpad. Warto$é Km pozostaje bez zmian, Vmax zmniejsza sie, a ich stosunek

wzrasta.

Ky c

»

Rys. 7. Wykres Michaelisa-Mentena
w obecnosci inhibitora
niekompetencyjnego (i) oraz jego
braku (a).

<

max __
Vmax(i i

2
Vm ax(i)
2

K c_
Rys. 8. Wykres Lineweavera-Burka w
obecnosci inhibitora
niekompetencyjnego (i) oraz jego
braku (a).

Inhibitory akompetycyjne taczg sie tylko z kompleksem enzym-substrat. Wartos¢ Km w tej sytuacji zmniejsza sie, Vmax

takze, a ich stosunek pozostaje bez zmian.

* W praktyce wiele inhibitoréw wykazuje wtasciwosci posrednie pomiedzy inhibicjg kompetycyjng i niekompetycyjng. Zjawisko to

opisano jako inhibicje mieszana.

* Typ hamowania (kompetycyjny lub niekompetycyjny)
mozna okresli¢ tez za pomocg metody Dixona. Przy statym
stezeniu substratu oznacza sie szybko$¢ reakcji przy réznych
stezeniach inhibitora. Powtarzajac oznaczenie dla innego
stezenia substratu (cs) lub kilku, wykresla sie zaleznos¢ 1/V
od stezenia inhibitora (ci). Miejsce przeciecia sie ze sobg
wykreséow dla réznych stezen okresla stalg reakcji tgczenia

sie inhibitora z enzymem w kompleks enzym-inhibitor.
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Rys. 10. Wykres Dixona dla
inhibitora
niekompetecyjnego.

Rys. 9. Wykres Dixona dla
inhibitora
kompetencyjnego.
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Wptyw stezenia enzymu i czasu

Zaleznos¢ szybkosci reakcji od stezenia enzymu najdogodniej jest obserwowac przy duzych stezeniach substratu, kiedy
szybkos¢ ta nie jest zalezna od stezenia substratu (reakcja zerowego rzedu) i jest ona proporcjonalna do stezenia
enzymu (przy niezbyt duzych stezeniach enzymu). W mieszaninie reagujgcej w ustalonych warunkach, optymalnych
dla reakcji enzymatycznych, aktywnos¢ enzymow tylko w pewnym okresie czasu ma wartosc¢ statg (szybkos¢ reakcji
jest funkcjg prostej), nastepnie spada. Wowczas stezenia przetworzonego substratu (tworzgcego sie produktu)
przestajg byé proporcjonalne do stezenia enzymu. Dlatego w reakcjach enzymatycznych wazne jest aby prowadzi¢
pomiary w takim okresie, kiedy szybkos¢ reakcji ma wartos$é statg, tzn., ze reakcja ma kinetyke zerowego rzedu, lub

dokonanie pomiardw tzw. szybkosci poczgtkowe] reakcji. Szybkosé poczatkowa jest niezalezna od rzedu reakgji.

V = const

c t

» >
L L

Rys. 11. Zaleznos$¢ szybkoscireakcji  Rys. 12. Zaleznos¢ szybkosci reakcji
enzymatycznej (V) od stezenia enzymatycznej (V) od czasu ().
enzymu (c) przy 2 réznych

stezeniach substratu (a - enzym

wysycany substratem, b - enzym nie

wysycany substratem)
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