EL, wz/(m/t

Active site A

Cosmolinux.no-ip.org



Els enzims

Son biocatalitzadors, és a dir, catalitzadors de les
reaccions biologiques.

0 © = QO- O

substrats de la reaccio productes de la reaccio




Els enzims actuen rebaixant I'energia d’activacio, és a dir, la quantitat
d’energia que s’ha d’afegir a una reaccio per a que aquesta comenci.

Per tant, els enzims augmenten la velocitat de la reaccio.

N\

Estado de transicion

Sin enzima

Energia de
activacion
sin la

I Energia de enzima

stado de transicign

activacion

Con enzima con la enzima v

Energia libre

Energia total
liberada durante
la reaccién

Sustratos
) e HL O 2O

Productos
CO,+H,0

V

Curso de la reaccion

Font de la imatge: web de Alejandro Porto



Energia libre

Para lanzar en poco tiempo
muchos objetos por la
ventana se puede aumentar
el numero
de trabajadores o rebajar el

dintel de la ventana.

"

Gréfica de la energia de activacion

Estado de transicidn

Estado inicial

Energia libre de activacion
de la reaccidon =in catalizador

Energia libre de activacion
de la reaccion catalizada

Yariacidn global
de energia libre
en la reaccion

k Estado final

Avance de la reaccion

De igual forma, para acelerar una reaccion quimica

se pueden calentar los reactivos o afiadir un catalizador, es

decir, una sustancia que disminuya la energia

de activacion necesaria para llegar al estado de transicion.

Font de la diapositiva: Santillana




Caracteristigues dels enzims

* La majoria son proteines globulars (tot i que hi
ha molecules de RNA amb accid catalitica, els
rbozims)

* Acceleren molt una reaccio quimica fins i tot en
concentracions molt baixes.

* No es consumeixen durant la reaccio.
* SONn molt especifics.
* Actuen a temperatures | pH fisiologics.



Els cofactors

Son components necessaris per a l'activitat d'alguns enzims.

Poden ser...
e Cations metal-lics (cofactors inorganics) o

* Molecules organiques (cofactors organics o coenzims).

Poden unir-se debilment a I'enzim en el moment de 'accio o
trobar-se fortament units formant part de I'enzim (en aquest cas
es parla de grup prostetic).

Quan I'enzim requereix d’un cofactor, s’utilitza una terminologia especifica per
diferenciar la part proteica de la no proteica:

Apoenzim: part proteica de I'enzim (no actiu)

Holoenzim: apoenzim + cofactor



Sustrato

Apoenzima Cofactor o coenzima Holoenzima
(porcidén proteica) (porciéon no proteica) (toda la enzima)

Bioquimica. Conceptos Esenciales
Feduchi f Romero / Yanez / Castifieyra / Garcia-Hoz.
Editorial Médica Panamericana © 2015



Holoenzima
(forma activa)

Cofactor

Forma inactiva




TABLE 8.2 Enzyme cofactors

Cofactor Enzyme
Coenzyme
Thiamine pyrophosphate Pyruvate dehydrogenase
Flavin adenine nucleotide Monoamine oxidase
Nicotinamide adenine dinucleotide Lactate dehydrogenase
Pyridoxal phosphate Glycogen phosphorylase
Coenzyme A (CoA) Acetyl CoA carboxylase
Biotin Pyruvate carboxylase
5'-Deoxyadenosyl cobalamin Methylmalonyl mutase
Tetrahydrofolate Thymidylate synthase
Metal
Zn2+ Carbonic anhydrase
Zn2+t Carboxypeptidase
Mg2+ EcoRV
Mg2+ Hexokinase
NiZ+ Urease
Mo Nitrate reductase
Se Glutathione peroxidase
Mn?2+ Superoxide dismutase
K+ Propionyl CoA carboxylase




L'activitat enzimatica

* Els enzims (E) acceleren les reaccions biologiques actuant
sobre substrats (S) especifics que es transformaran en els
productes (P) de la reaccio.

e Aquesta funcio 'aconsegueixen gracies a que presenten
una estructura tridimensional caracteristica que permet la
Interaccid amb el substrat i la formacidé d’'un complex
enzim-substrat (ES).

S+E - ES - E+P



Residuos
polares
zona polar

Cer]tro 3
activo
. zona apolar
Residuos pS -
apolares HSLRATO

Enzima

Complejo enzima-sustrato
(detalle)

Bioquimica. Conceptos Esenciales
Feduchi / Romero / Yanez / Castifieyra / Garcia-Hoz.
Editorial Medica Panamericana © 2015

Els enzims funcionen "engantxant-se" a les molécules del reactiu i subjectant-les de tal manera que faciliten el trencament d’enllagos i la
formacio de nous.



e Aqguesta unio genera tensions que

L 'activitat enzimatica:
reaccions amb un sol substrat

L'enzim fixa el substrat a la seva

superficie per mitja d’enllacos febles
(ponts d’hidrogen, enllacos ionics...),
formant-se el complex enzim-subtrat

(ES).

debiliten els enllacos interns del

substrat disminuint aixi I'energia
d’activacio i facilitant la formacio de

nous enllacos.

Finalitzada la transformacio, els

productes tenen menys afinitat pel
centre actiu 1 s’alliberen. L'enzim no

resulta alterat.

Centro activo Sustrato

o ot

4 + A -
x A g Enzima +
/ Sustrato
Enzima - /
/ \;L/ Enzima +
/-~. : Productos
Complejo
activado :
“ﬁ'\ L 4
_»
Producto A — Producto B

S+E_ES - EP - E+P



L 'activitat enzimatica:
reaccions amb dos substrats

L'enzim actua atraient els reactius cap a la seva superficie, de manera que
augmenta la probabilitat de que es trobin 1 que quedin orientats
convenientment per tal que la reaccio es produeixi.

Sustrato A Sustrato B
o Complejo
AN N activado
Enzima 2 s \
T
""‘, A r

Enzima + Producto

\ Qi

i
e

i

Producto C — ¥ ™~ Producto D

A+B+E - ABE - CDE - C+D+E

Sustrato A

/ Se A 78
Enzima

. Sustrato B
R, 4 ¢ Y
e
N

L
-

Producto C — =
'-.‘ A # g

s,

\ Producto D

A+E - AE_-C+FE - B+FE _-BE' oD+E



Substrates

‘ L Product

Active site

4

| W |
> Enzyme-Substrate
complex U *

Un cop realitzada la reaccid, I'enzim torna al seu estat normal i pot tornar actuar.
Els enzims actuen sense patir modificacions permanents.

La uni6 temporal de I'enzim i el substrat, condicionen una particular cinetica de reaccio: els
enzims es saturen.



Els substrats entren al

© centre actiu; I'enzim canvia
de forma abracant el
substrat (ajust induit)

Substrats I
Complex
enzim-substrat

6/

El centre actiu queda
disponible per a noves
molecules de substrat

Enzim

(5] (4]

Els productes s’alliberen '

Productes

(2 Els substrats es mantenen al centre actiu
gracies a interaccions febles com ponts
d’hidrogen i enllagos ionics.

13

El centre actiu (i els grups R
dels seus aminoacids), baixen
'energia d’activacio i acceleren
la reacci6 gracies a que:

* Actuen com a motlle
orientant els substrats.

* Tensen els substrats i
estabilitzen I'estat de
transicio.

* Subministren un
microambient favorable.

« Participen directament en la
reaccio catalitica

Els substrats es
converteixen en productes



UN MODELO DE ACCION ENZIMATICA

A----B----C

Sustratos Estado de transicién
[-J\
Enzima
_ 2. Facilitacion del estado de 3. Terminacion: |os productos tienen
unen al lugar activo de una transicion: las interacciones entre menos afinidad por el lugar activo y
manera especifica, formando la enzima y el sustrato disminuyen se liberan. La enzima no se modifica

el complejo enzima-sustrato. la energia de activacién necesaria. tras la reaccion.



Reaccio d’hidrolisi de |la sacarosa per I'enzim sacarasa

CH,OH
H O HOCHL O\ M poH HOCH, ~O~_ OH
) ! 1
OH H H HO H H HO
HO 0 CH,OH + HO Sovw + | -
H OH OH H 2 RN
X OH OH H
SACAROSA a-GLUCOPIRANOSA R-FRUCTOFURANOSA
Disacarid Gliicosa Fructosa
Enzyme Substrate
(sucrase) {suc[fma}
Active A
site \ -
Fructose ,
I 4
) @ Enzyme
and substrate
Glucose are available
@) Products are
released
Enzyme-
substrate
complex
© Substrate is
converted to
products
+ H,0 © Substrate binds

to enzyme

01950 Addiscn Wistley Longman, Inc.



Substrate
(Fructose 1,6-bisphosphate)

(P)—0—cH,

OH H
Enzyme
(Fructose-1,
6-bisphosphate
aldolase)

| Enzyme-
substrate
complex

Products
Copyright © 2006 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.



/ \

enzyme substrate complex

\

Energy

/

enzyme + substrate /

i

\

enzyme + product

i 1

Carsten Mussig eLiS UP

Reaction progress



En cas de que hi participi un

m ‘ coenzim.. igual
4 coenzima

" ------- - _

Productos -

\ / -
“cmm -

Imatges. Sanchez Guillen

- —-——-

Productos




El centre actiu de I'enzim

Regio de I'enzim que s’uneix al substrat.

L'activitat catalitzadora dels enzims s’inicia amb la formacio del complex
enzim-substrat.

Aguesta unio es duu a terme gracies als radicals d’'uns quants
aminoacids que estableixen enllacos amb el substrat i després trenquen
algun dels seus enllacos.

Substrat al

Centre .
&iCentre Actiu

Actiu




-

\

El sustrato se une al centro activo de la enzima mediante
enlaces débiles: puentes de hidrégeno e interacciones
electrostaticas, hidrofobicas y de van de Waals.

~

Estructura primaria de una cadena polipeptidica
donda. representa los aminoacidos que
forman el centro activo y @) otros aminoécidos

Enzima

\ Centro activo (con estructura terciaria)

Font de la diapositiva: web de Jose M2 Carrasco



Els enzims son proteines globulars que regulen la major part de les reaccions metaboliques dels
éssers vius. Son formades per diferents tipus d‘aminoacids:

Els aminoacids estructurals mantenen l'estructura terciaria de la proteina. Si s’alteren poden
alterar I'activitat enzimatica ja que al modificar I'estructura terciaria (la disposicio espacial) es
modifica el centre actiu de I'enzim.

Els aminoacids de fixacio son els encarregats d’establir enllacos febles amb el substrat, apropen i
subjecten I'apoenzim i el substrat i orienten el substrat cap al lloc catalitic.

Els aminoacids catalitzadors son els responsables de I'accié enzimatica. Formen el centre
catalitic. S'uneixen amb el substrat debilitant la seva estructura molecular i contribuint a la ruptura i
formacio d’enllacos.

Els aminoacids no essencials no contribueixen ni directa ni indirectament en el proces catalitic.
Es podrien eliminar de la cadena sense que I'enzim perdés la seva activitat.

Els aminoacids catalitzadors
| els aminoacids de fixacio
formen el centre actiu

de I'enzim

CENTRE ACTIU

Font: web de Jose M2 Carrasco



Enllag que s'ha de trencar

SUBSTRAT

Ponts d'hidrogen

a, b, ¢, d = aminoacids de fixacio Aminoacid catalitzador que formara un
enllag covalent inestable amb el substrat



Encara que els enzims son diferents (per la seva estructura i especificitat)
els seus centres actius presenten una serie de propietats comunes:

* Constitueixen una petita part del volum total de I'enzim.

* Presenten una estructura tridimensional, amb una mena de cavitat (0
fenedura) conformada per radicals d'aminoacids que poden provenir de
llocs distants en la seqliencia de la cadena peptidica.

e Tenen una afinitat per una part del substrat o per tot ell, cosa que
produeix una atraccié enzim-substrat

* Quan el substrat s'introdueix en el centre actiu, s'hi produeix una
iInteraccio per enllacos debils, que maodifica la conformacié del substrat, i
en ocasions la forma del centre actiu de I'enzim (ajustament induit).

e Lainteraccio entre el substrat i el centre actiu de I'enzim estabilitza
I'estat de transicio i incrementa la reactivitat del complex. Determinats
aminoacids del centre actiu creen les condicions fisicoguimiques perque
el substrat es transformi en producte (deformen un enllacg, treuen o
posen protons, formen enllacos covalents transitoris, etc).

* Quan la reaccio acaba, I'enzim adquireix de nou la seva conformacio
primitiva.

Font: web de Jose M2 Carrasco



| 'especifitat dels enzims

\

- Tan sols els substrats que
tenen la forma adequada poden
accedir al centre actiu.

- Tan sols els que poden establir
un enllag amb els radicals dels
aminoacids fixadors es poden
fixar.

Tot aixo origina una
> alta especificitat entre

I’enzim 1 el substrat.

~ Tan sols els substrats que
presenten un enllag sulsceptlble L'especificitat es pot donar en
de trencar-se proper als diferents graus: pot ser
radicals dels aminoacids absoluta, de grup i de classe.
catalitics poden ser alterats.

Font: grup promotor Santillana



Especificitat enzimatica:

Mecanismes de reconeixement Enzim - Substrat

Model de la complementarietat
("clau-pany")
l ‘
w = lﬁy

Model de I'ajust induit
("encaixada de mans")

Model de I'ajust induit
("guant-ma")

Imatges: Editorial Santillana



Cinetica enzimatica | equacio de Michaelis Menten

velocidad inicial
(uM/min)
NI—-
§<

Vg =

-

|
|
I
|
|
|
|
K S am

Variacio de la velocitat de la reaccié segons la concentracié de substrat, per a una concentracié d’enzim constant: la velocitat de la reaccio
augmenta amb la concentracio de substrat fins a arribar a una velocitat maxima, que equival al punt de saturacio de I'enzim. La Km equival
a la concentracio de substrat que es necessita per assolir la meitat de la Vmax.



Cinetica enzimatica | equacio de Michaelis Menten

E + S - ES - E + P V__ = Velocitat maxima. S’assoleix quan es

max

produeix la saturacié de I’enzim. Tot I'enzim
esta en forma ES. LaV__ és un indicador de

I’eficacia catalitica.

K,,= Constant de Michaelis Menten.

v Correspon a la concentracio de substrat [S] en
la que la velocitat de la reaccio és 'V __ /2 .

La K, és una mesura de I'afinitat de I'enzim
pel substrat:

! « Una K, baixa indica gran afinitat

) « Una K alta, suposa poca afinitat.

[S]
V — Vméix X
K 5] Ky + [S]

m

Equacio de Michaelis Menten. Ens perment calcular,
conegudes laV__ ila K, la velocitat d'una reaccio a una

derminada concentracié de substrat.



Reaction rate

0.551‘ L

o0 0000 e @5 Es

0.25- s @&
S

0.20- :

0154 f . @S.

0.10- i s @S

0.05- i
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Font Imatge: Fisiologia general. Universidad de cantabria.



Actividad enzimatica frente a la concentracion de
la enzima

12
10

Actividad enzimatica U/L
- N B (@)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Concentracion de la enzima vg

Variacio de la velocitat d’'una reacci6 en funcié de la concentracio d’enzim, per a una concentracio
de substrat determinada: La velocitat de reaccio és directament proporcional a la concentracio de
I'enzim



Factors que afecten 'activitat enzimatica

Els enzims soén proteines que funcionen en un medi, ja sigui intra o
extracel-lular, en el que les condicions poden canviar, i per tant, el
nivell d’activitat de I'’enzim es pot veure modificat.

Entre els factors que afecten I'activitat enzimatica destaquen:

> L a temperatura
> El pH

> La presencia d’'inhibidors



Factors que afecten 'activitat enzimatica

Influencia de la temperatura sobre l'activitat enzimatica

Actividad
(%)

A

100+

40
Temperatura

(€)

Font Imatge: Fisiologia general. Universidad de cantabria.



Factors que afecten 'activitat enzimatica

Influencia del pH sobre I'activitat enzimatica

]

pH OPTIM

VELOCITAT DE LA REACCIO (V)

2 4 5] E 8 10 12
| | L | N
VALORS DE pH

En la majoria dels casos, el pH optim esta proxima a la neutralitat

Font Imatge: Nina Viladrich
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Velocitat de la reaccio
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Factors que afecten I'activitat enzimatica

Influencia dels inhibidors sobre I'activitat enzimatica

Els inhibidors son molecules que disminueixen o impedeixen l'activitat de I'enzim.
Hi ha dos grups:

* Inhibidors irreversibles: s’'uneixen permanentment a I'enzim mitjancant
enllacos covalents forts irreversibles. Inutilitzen I'enzim. També s’anomenen

verins.

* Inhibidors reversibles: s’'uneixen temporalment a 'enzim per enllacos no
covalents, reversibles. Hi ha diferents tipus.

> Inhibidors reversibles competitius: I'inhibidor competeix amb el substrat
per unir-se al centre actiu.

- Inhibidors reversibles no competitius: I'inhibidor s’'uneix a llocs diferent
del centre actiu, per tant no hi ha competencia amb el subtrat.



Inhibici6 reversible COMPETITIVA

L'inhibidor s’uneix al mateix lloc que el substrat, impedint la formacio del complex ES i la
formacio de producte. Estructuralment sol ser una molecula similar al substrat, de manera

gue totes dues competeixen per unir-se al centre actiu.

Competitive

inhibitor\

Substrate

E+S-ES-E+P E+1 - EI

Des del punt de vista cinetic suposa una disminucio de la velocitat de la reaccio. Tot i aixi, si la concentracio
d’inhibidor es manté fixa, és possible revertir la situacio incrementant la concentracié de substrat, de manera
gue augmenti la probabilitat que el centre actiu estigui ocupat pel substrat i no pas per I'inhibidor. La reaccio, a
concentracions altes de susbtrat mostra una V__ normal.



Inhibici6 reversible NO COMPETITIVA

L'inhibidor mostra afinitat tan per I'enzim lliure com pel complex ES i la unio es realitza en un
lloc diferent al centre actiu. La unio de I'inhibidor impossibilita la formacié de producte.

Substrate Substrate
\ Noncompetitive \
inhibitor

Substrate\ ( | \

E+S-ES-E+P

E+1 - EI

ES+1 - ESI

El seu efecte no es pot evitar augmentant la concentracio de substrat per tant es produeix
una disminucié de la V__ ja que ni el complex El ni el complex ESI generen producte.



Cinetica de la reaccié amb inhibidor competitiu vS no competitiu

Velocidad de reaccion

Enzima

normal o »
Inhibidor competitivo

Inhibidor no competitivo

Concentracion de sustrato

Substrate \v

Competitive

inhibitor\

Substrate
Noncompetitive \V
-

inhibitor

Substrate\v ( \ |

Imatges adaptades de Biochemistry. Freeman
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