Kapitola 7.
BIOREAKTORY OBSAHUJÚCE
ENZÝMY V ROZTOKU
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ENZÝMOVÉ REAKCIE
(http://www.oskole.sk/?id_cat=5&clanok=5974)
(http://www.bio-che.szm.com/bielkoviny3.htm)

Enzýmy z chemického hľadiska zaraďujeme medzi bielkoviny (proteíny). Ich funkciou v živých organizmoch je katalyzovať všetky chemické deje a chemické reakcie, ktoré sa v nich uskutočňujú. Keďže ich pôsobenie, prebieha v živých organizmoch a živých sústavách, nazývame ich aj biokatalyzátory.

Ich pôsobenie prebieha na základe skutočnosti, že enzýmy už v nepatrnom množstve urýchľujú priebeh biochemických reakcií v bunkeprostredníctvom zníženia ich aktivačnej energie a zároveň pri tomto pôsobení nevplývajú na chemickú rovnováhu. Enzým v chemickej reakcii pôsobí ako katalyzátor – zúčastňuje sa na chemickej reakcii, katalyzuje – urýchľuje ju, a po ukončení chemickej reakcie zostáva nezmenený (nie je to ani reaktant ani produkt).

Existencia života je založená na obrovskom množstve biochemických reakcií. Tieto reakcie prebiehajú v prostredí s pomerne nízkou koncentráciou reaktantov, pri nízkych teplotách, za normálneho tlaku a za zhruba neutrálneho pH, to znamená, že bez prítomnosti biokatalyzátorov - enzýmov, by vôbec nemohli prebiehať.
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Obr. 1 Model molekuly enzýmu.

Enzýmy sa vyznačujú určitými špecifickými vlastnosťami: 

- Znižujú aktivačnú energiu biochemickej reakcie, ktorej sa zúčastňujú. Aktivačná energia je potrebná na začatie chemickej reakcie. Hodnota aktivačnej energie sa rovná hodnote maximálnej energie prechodného stavu.
 
- Po ukončení priebehu biochemickej reakcie zostávajú v pôvodnom - nezmenenom stave.
 
- Vyznačujú sa vysokou špecifickosťou – sú špecifické pre daný typ biochemickej reakcie – majú schopnosť urýchľovať len určitý špecifický typ chemickej reakcie a schopnosť spájať sa len s určitým druhom substrátu. Špecifickosť je určená bielkovinovým charakterom ich základnej zložky.
 
- Ich pôsobenie je špecifické tým, že pôsobia len v mieste, ktoré nazývame aktívne centrum, teda nepôsobia celým svojím povrchom. Aktívne centrum sa nazýva aj aktívne miesto. Látka, ktorá je enzýmom spracovávaná sa nazýva substrát.
 
- Urýchľujú a regulujú chemické reakcie prebiehajúce v živých sústavách.
 
- Enzýmy sa vyznačujú vysokou účinnosťou – pretože reakcie katalyzované enzýmami sú o niekoľko rádov rýchlejšie ako biochemické reakcie, ktoré sú katalyzované inými chemickými katalyzátormi.
 
- Enzýmy často pôsobia v celých komplexoch – katalyzujú za sebou nasledujúce biochemické reakcie v živých sústavách.
 
- Enzýmové reakcie prebiehajú väčšinou do 60°C.

ŠPECIFICKOSŤ ENZÝMOV
Enzýmy majú podobné vlastnosti ako iné chemické katalyzátory. Líšia sa však od nich vysokou špecifickosťou, a to:

a) Substrátovou špecifickosťou – za substrátovú špecifickosť zodpovedá apoenzým. Teda každý enzým katalyzuje len určitú biochemickú reakciu určitého substrátu (východiskovej látky).

b) Špecifickosťou účinku – za špecifickosť účinku zodpovedá koenzým. Teda určitý enzým katalyzuje iba jednu z termodynamicky možných premien substrátu.

c) Stereošpecifickosťou – vyjadruje ju schopnosť katalyzovať len premenu jedného enantioméru. Enantiomér je v chémii označenie jedného z dvojice stereoizomérov opticky aktívnej látky. Enantioméry majú rovnaké chemické a fyzikálne vlastnosti, s výnimkou otáčania roviny polarizovaného svetla.

Zloženie enzýmov:
jednozložkové enzýmy – sú tvorené len bielkovinou

dvojzložkové enzýmy – sú tvorené komplexom - holoenzýmom, ktorý sa skladá z bielkovinovej zložky – apoenzýmu a nebielkovinovej zložky – kofaktoru. 


Kofaktor:
- môže ním byť anorganická molekula napríklad: Zn2+, Mg2+
- ďalej ním môže byť organická molekula, napríklad NAD – organickú molekulu nazývame koenzým. Koenzýmom bývajú často aj vitamíny. Ak je koenzým s apoenzýmom viazaný slabo – ľahko sa môže oddisociovať.
- môže ním byť aj prostetická skupina, ktorá je s apoenzýmom viazaná pevne kovalentnou väzbou.
 
Zloženie holoenzýmu
- Bielkovinová zložka apoenzým
- Nebielkovinová zložka - kofaktor:
- anorganické molekuly, katióny kovov, napr. Zn2+
- koenzým (organická molekula - vitamíny)
- prostetická skupina (pevne viazaná kovalentnou väzbou, napr. hém v hemoglobíne)

Názorné ukážky štruktúry enzýmov: 
[image: Zdroj: http://fch.upol.cz/vyzkum/fold.png]	
Obr. 2 Cytochróm P450 (CYP) – vyskytuje sa u cicavcov, v ich tele pôsobí tento enzým pri odbúravaní cudzorodých látok (napríklad aj liečiv).
 
MECHANIZMUS PÔSOBENIA ENZÝMU
http://bio-che.szm.com/bielkoviny3.htm

Priebeh reakcie bez prítomnosti enzýmu vyžaduje veľkú spotrebu energie. Bunka si takéto výdavky nemôže dovoliť, tak siaha po enzýmoch, ktoré výrazne túto aktivačnú energiu (ΔG) znižujú. Pri biokatalyzovanej reakcii reaguje enzým (E) so substrátom (S) a vytvorí sa komplex enzým-substrát (ES). Po jeho aktivácii (ES*) sa tento komplex zmení na komplex enzým-produkt (EP) a až na konci reakcie sa z enzýmu uvoľní produkt (P).
E + S  ES   ES*  EP  E + P
[image: 10]
Obr. 3
So substrátom nereaguje enzým celým svojim povrchom, substrát sa viaže len na určité miesto povrchu, označované ako aktívne centrum. Je to miesto, kde sú vytvorené vhodné väzbové a priestorové podmienky na naviazanie substrátu. Molekula substrátu sa viaže na aktívne miesto enzýmu tak, že jej určité charakteristické skupiny sú komplementárne so štruktúrou aktívneho centra.

Rýchlosť enzýmovej reakcie
Pre väčšinu faktorov ovplyvňujúcich rýchlosť enzýmovej reakcie (ako sú uvedené v nasledovnom číslovanom zozname) platia určité optimálne hodnoty (podmienky), za ktorých prebieha reakcia najrýchlejšie.

Faktory, ktoré ovplyvňujú rýchlosť enzýmovej reakcie, sú:
- koncentrácia substrátu 
- koncentrácia enzýmu 
- teplota prostredia 
- pH prostredia 
- prítomnosť aktivátorov a inhibítorov 

Koncentrácia substrátu
Pre rýchlosť enzýmovej reakcie platia tie isté kinetické zákony ako pre rýchlosť akejkoľvek inej reakcie. V prípade, že je koncentrácia enzýmu konštantná, rýchlosť enzýmovej reakcie bude priamo úmerná koncentrácii substrátu. Táto závislosť je lineárna až dovtedy, kým nebude obsadená väčšina aktívnych miest enzýmu, teda kým koncentrácia substrátu nedosiahne saturačný bod. Ďalšie zvyšovanie koncentrácie substrátu už rýchlosť reakcie neovplyvní, pretože enzým už ďalšie aktívne miesto nemá.

Koncentrácia enzýmu
Pri výraznom nadbytku substrátu bude rýchlosť enzýmovej reakcie lineárna v závislosti od zvyšovania koncentrácie enzýmu. Lineárne narastanie reakčnej rýchlosti bude však platiť iba na začiatku reakcie. Ak koncentrácia substrátu v reakčnej zmesi klesne, dochádza k vytváraniu rovnovážneho stavu.

Teplota prostredia	
Zvyšovanie teploty vedie spočiatku k urýchleniu enzýmovej reakcie, pretože molekuly substrátu majú väčšiu energiu, a tým aj väčšiu pohyblivosť, čím sa zvyšuje pravdepodobnosť zrážky substrátu s enzýmom. Enzýmy sú však bielkoviny, ktoré sa príliš vysokým teplom denaturujú. To znamená, že zahrievaním reakčnej zmesi spočiatku rýchlosť enzýmovej reakcie stúpa, ale po dosiahnutí určitého kritického bodu (väčšina bielkovín sa denaturuje pri teplote 40 °C až 60 °C) rýchlosť reakcie výrazne klesne a napokon sa zastaví v dôsledku úplnej denaturácie enzýmu.

Vplyv teploty je jedným z typických faktorov, ktorým sa líšia od seba anorganické katalyzátory a biokatalyzátory - enzýmy. Pre anorganické katalyzátory všeobecne platí, že so zvyšovaním teploty rastie priamo úmerne rýchlosť chemickej reakcie, zatiaľčo pre enzýmy to tak nie je.

pH prostredia
Pre väčšinu enzýmov je optimálna hodnota pH prostredia od 6,0 do 8,0. Extrémne hodnoty pH (veľmi kyslé a veľmi zásadité prostredie) vedie takisto k denaturácii enzýmu, ako pôsobenie vysokých teplôt. 

Mechanizmus ovplyvňovania rýchlosti enzýmovej reakcie v závislosti od pH prostredia je asi takýto:

Aktívne miesto enzýmu ako aj komplementárna časť substrátu k aktívnemu centru obsahujú určité charakteristické skupiny, ktorých stupeň disociácie (napr. COOH à COO- a pod.) závisí práve od pH prostredia. Zmenou pH sa teda mení tento stupeň, čo výrazne ovplyvňuje schopnosť naviazania substrátu na enzým, príp. sa môže meniť aj samotná konformácia enzýmu.

Vplyv aktivátorov
Aktivácia, teda zvýšenie činnosti enzýmu, prebieha viacerými spôsobmi. Premenou neaktívnej formy enzýmu, tzv. proenzýmu, odštiepením časti molekuly proenzýmu. Zvyčajne sa jedná o odštiepenie časti polypeptidového reťazca s nízkou molekulovou hmotnosťou, čím sa uvoľní prístup substrátu k aktívnemu miestu enzýmu.

Enzým môžeme aktivovať aj jeho chemickou modifikáciou (napr. fosforylovaním) alebo pôsobením katiónov kovu (napr. Zn2+, Mg2+). Enzým s kovom môže vytvoriť komplex, alebo sa len zúčastňuje reakcie enzýmu, alebo sa môže naviazať na substrát.

Alosterická aktivácia enzýmu značí, že aktivátor sa naviaže na enzým mimo aktívneho centra (na alosterické miesto), čím sa nepriamo vytvoria vhodné podmienky na naviazanie substrátu na aktívne miesto enzýmu.

Vplyv inhibítorov
Inhibítory enzýmov sú látky, ktoré znižujú rýchlosť enzýmovej reakcie, alebo ju úplne zastavujú. Inhibícia môže byť vratná, keď po odstránení inhibítora enzým obnoví svoju aktivitu, alebo nevratná, keď inhibítor spôsobí trvalú zmenu enzýmu a jeho aktivitu už nemožno obnoviť.

Poznáme niekoľko typov inhibície:
- kompetitívna 
- nekompetitívna 
- alosterická 

Kompetitívna, alebo konkurenčná inhibícia znamená toľko, že inhibítor a substrát si navzájom konkurujú o naviazanie sa na aktívne centrum enzýmu. Enzým je pritom úplne špecifický pre obidve tieto látky, čiže inhibítor a substrát musia mať podobnú štruktúru. Tento typ inhibície je vratný, pretože nadbytkom substrátu inhibíciu odstránime.

Nekompetitívna inhibícia sa nedá odstrániť nadbytkom substrátu. Inhibítor sa naviaže na aktívne centrum enzýmu a vytvorí neaktívny komplex enzým-inhibítor.

Alosterická inhibícia je principiálne podobný s alosterickou aktiváciou. Inhibítor sa naviaže na alosterické centrum (mimo aktívneho centra) enzýmu, pričom spôsobí zmenu konformácie povrchovej štruktúry enzýmu a tým aj zmenu aktívneho centra. Takto zmenený enzým nemôže ďalej viazať substrát.

Klasifikácia enzýmov
Základným kritériom klasifikácie enzýmov je typ reakcie, ktorú daný enzým katalyzuje. Na označenie enzýmov používame triviálne alebo systémové názvoslovie. Triviálny názov sa zvyčajne zvorí z názvu substrátu, ktorý do reakcie vstupuje a prípony -áza (napr. enzým maltáza katalyzuje hydrolýzu disacharidu maltózy na dve molekuly glukózy).

Systémový názov enzýmu je zložený z názvu typu reakcie, ktorú katalyzuje a prípony -áza. Podľa tohto kritéria zaraďujeme biokatalyzátory do šiestich hlavných tried:

oxidoreduktázy - prenos elektrónov a protónov H+ pri redoxných reakciách (etanol à acetaldehyd), 

transferázy - prenos charakteristickej skupiny medzi dvoma substrátmi (ATP + glukóza), 

hydrolázy - hydrolýza substrátov (triacylglyceroly à glycerol + mastné kyseliny), 

lyázy - nehydrolytické štiepenie väzieb (dekarboxylácia aminokyselín), 

izomerázy - vzájomné premeny izomérov (glukóza-6-fosfát à fruktóza-6-fosfát), 

ligázy (syntetázy) - syntéza dvoch substrátov v prítomnosti ATP. 







MICHAELIS-MENTENOVEJ MODEL
[image: ]
Pre mnohé enzýmy závisí rýchlosť katalýzy V od koncentrácie substrátu S ako ukazuje nasledujúci graf:
[image: ]
Obr.  4

Pri danej koncentrácii enzýmu je rýchlosť V takmer lineárne závislá na S, keď je S nízke. Pri vysokom S, je V takmer nezávislé na S. V roku 1913, Leonor Michaelis a Maud Menten navrhli jednoduchý model, ktorý vysvetlil tieto kinetické charakteristiky. Podstatnou črtou ich modelu je vznik intermediárneho stavu - komplexu enzým-substrát. 

Tento najjednoduchší model vysvetľuje kinetické vlastnosti mnohých enzýmov:
[image: ]
Enzým E interaguje so substrátom S za vzniku komplexu ES s rýchlostnou konštantou k1. Komplex ES má dve možnosti – buď disociuje späť na enzým E a substrát S s rýchlostnou konštantou k2, alebo pokračuje v reakcii za vzniku produktu P s rýchlostnou konštantou k3. Predpokladá sa, že reakcia z ES na E + P je nevratná.
Takáto reakcia je v podmienkach ustáleného stavu (steady-state) popísaná Michaelis-Mentenovej rovnicou:
[image: ]
kde Vmax = k3[ET], pričom ET je celková koncentrácia enzýmu a KM je Michaelisova konštanta, pre ktorú platí: KM = (k2 + k3)/k1.
Táto rovnica vysvetľuje kinetické údaje z predchádzajúceho grafu. Pri veľmi malej koncentrácii substrátu, keď je S oveľa menšie ako KM, V = [S]Vmax/KM
To znamená, že rýchlosť je priamoúmerná koncentrácii substrátu. Pri príliš vysokej koncentrácii substrátu, keď je S oveľa väčšie ako KM, V = Vmax; t.j. rýchlosť dosiahne maximálnu hodnotu a nezávisí od koncentrácie substrátu.
Význam hodnoty KM je zrejmý z rovnice. Keď S = KM, potom V = Vmax/2.
Hodnota KM je teda rovná koncentrácii substrátu, pri ktorej je reakčná rýchlosť rovná polovici maximálnej rýchlosti.
[image: ]
Hodnoty KM a Vmax je možné určiť z experimentálne zistenej závislosti počiatočnej rýchlosti V meranej pri rôznych koncentráciach substrátu. Pre presné určenie oboch hodnôt je vhodné transformovať Michaelis-Mentenovej rovnicu na tvar, ktorý bude dávať lineárnu závislosť medzi veličinami V a S. Jedným zo spôsobov je tvar, ktorý dostaneme reciprokým vyjadrením oboch strán rovnice:
[image: ]
Závislosť 1/V od 1/S, nazývaná tiež Lineweaver-Burkova závislosť, dáva priamku, ktorá pretína os y v hodnote 1/Vmax a má smernicu KM/Vmax. Priesečník s osou x je rovný –1/KM.
[image: ]
Obr. 5
Význam hodnôt KM a Vmax

KM nadobúda pre jednotlivé enzýmy/substráty veľmi rozdielne hodnoty (tabuľka 5.2). Pre väčšinu enzýmov leží hodnota KM v intervale od 10-1 do 10-7 M. Veľkosť hodnoty KM závisí od charakteru substrátu a vlastností prostredia – ako pH, teplota a iónová sila. 

Hodnota KM má dva významy. 

Prvý, KM určuje koncentráciu substrátu, pri ktorej je polovica aktívnych miest obsadená. Keď poznáme KM , frakciu obsadených aktívnych miest substrátom, fES, môžeme vypočítať z nasledovného vzťahu:
[image: ]
Druhý význam KM je ten, že hodnota KM sa dá vyjadriť cez jednotlivé rýchlostné konštanty ako KM = (k2 + k3)/k1. Uvažujme limitný prípad, pri ktorom je k2 oveľa väčšie ako k3. To znamená, že disociácia komplexu ES na E a S je oveľa rýchlejšia ako tvorba E a P. V takomto prípade (k2 >> k3):
[image: ]
Disociačná konštanta komplexu ES je daná vzťahom:
[image: ]
Inými slovami, KM sa rovná disociačnej konštante komplexu ES v prípade, že k2 je oveľa väčšia ako k3. Ak platí táto podmienka, potom KM je mierou pevnosti komplexu ES: veľká hodnota KM naznačuje slabú väzbu E a S; nízka hodnota KM poukazuje na pevný komplex. Treba však zdôrazniť, že KM poukazuje na afinitu komplexu ES iba v prípade, že k2 je oveľa väčšie ako k3.
V súvislosti s aktivitou enzýmu sa používa hodnota, ktorá určuje množstvo molekúl substrátu, ktoré sa premenilo na produkt jedinou molekulou enzýmu za jednotku času, keď bol enzým úplne saturovaný substrátom. Táto hodnota sa nazýva rýchlosť premeny, alebo podľa doslovného prekladu anglického originálu - číslo premeny (turnover number). Táto hodnota je rovná hodnote k3. V literatúre sa tiež označuje ako kcat. Vzťah medzi maximálnou rýchlosťou Vmax a k3, keď sú aktívne miesta na enzýme saturované substrátom je nasledovný:
[image: ]
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Mnoho enzýmov katalyzuje reakcie s dvoma alebo viacerými substrátmi. Michaelis-Mentenovej rovnica ukazuje, že rýchlosť jednoduchej enzýmovej reakcie (S → P) závisí iba na koncentrácii jedného substrátu. Avšak v mnohých enzýmových reakciách sa do enzýmu viažu dva (a niekedy aj viac) rozličné substráty a zúčastňujú sa enzymatickej reakcie. Ako príklad môžeme uviesť reakciu katalyzovanú hexokinázou, kde sa ako substrát viažu ATP a glukóza za vzniku produktov glukóza-6-fosfátu a ADP:

ATP + glukóza → ADP + glukóza-6-fosfát

Rýchlosť takejto bisubstrátovej reakcie môže byť taktiež analyzovaná prístupom podľa Michaelis a Mentenovej.
VSÁDZKOVÝ ENZÝMOVÝ BIOREAKTOR
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Obr. 6
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Obr. 7
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REAKTORY S IMOBILIZOVANÝMI ENZÝMAMI
[image: rie-2]

https://web.vscht.cz/~spiwokv/enzymologie/analyticke_aplikace.pdf
Enzym, jehož mobilita je omezena fyzikálními či chemickými prostředky.
Imobilizovaný enzym si zachovává katalytickou aktivitu.
Heterogenní katalýza (enzym a substrát jsou v oddělených fázích).

Výhody imobilizovaných enzymů:
1.opakované použití (až 10 000x)
2.použití v kontinuálním procesu
3.imobilizace napodobuje přirozený stav =>stabilnější, snáší větší výkyvy pH a vyšší teplotu
4.méně citlivé k aktivátorům a inhibitorům =>menší riziko interferencí =>analýza komplexních vzorků (např. krevní sérum)


[image: ]
Obr. 8 Metódy imobilizácie enzýmov.

Adsorpcia
[image: ]
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Obr. 9
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Iontova väzba
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Kovalentná väzba na nerozpustný nosič
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Kovalentné prekríženie bi – a multifunkčnými činidlami
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Zapolymerizovanie do matrice gelu - entrapment
[image: ]
[image: rie-6]
[image: rie-7]
[image: rie-8]
Obr. 10

Enkapuslácia
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Požiadavky na vlastnsoti nosiča
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Obr. 12

INHIBÍCIA ENZÝMOV
Enzýmové inhibítory sú látky, ktoré spomaľujú alebo spôsobujú zastavenie chemických reakcií. Enzýmy katalyzujú prakticky všetky bunkové procesy, preto nie je prekvapujúce, že enzýmové inhibítory patria k najdôležitejším látkam vo farmaceutickom priemysle. Napríklad acylpyrín (aspirín, acetylsalycilát) inhibuje enzým, ktorý katalyzuje prvý krok v syntéze prostaglandínov, látok, ktoré sa zúčastňujú mnohých procesov vrátane tých, ktoré produkujú pocit bolesti. Štúdium enzýmových inhibítorov tiež poskytuje dôležité informácie ohľadom enzý-mového mechanizmu a pomohlo pri určení niektorých metabolických dráh. 

Existujú dve veľké triedy enzýmových inhibítorov: reverzibilné a ireverzibilné. 

Reverzibilná inhibícia môže byť: 
- kompetitívna, 
- akompetitívna, 
- zmiešaná. 
Kompetitívny inhibítor súťaží so substrátom o aktívne miesto enzýmu. Ak inhibítor (I) obsadí aktívne miesto, zabraňuje tak väzbe substrátu do enzýmu. Kompetitívne inhibítory sú štruktúrne často veľmi podobné substrátu a interagujú s enzýmom za vzniku komplexu EI, avšak bez nasledujúcej katalytickej reakcie: 
[image: ]
Obr. 13 Schéma kompetitívnej inhibície.

Kompetitívna inhibícia môže byť analyzovaná kvantitatívne rovnovážnou kinetikou. V prí-tomnosti inhibítora, vyzerá Michaelis-Mentenovej rovnica nasledovne: 
[image: ]
Pretože sa inhibítor viaže reverzibilne do enzýmu, môže byť kompetitívne vytlačený sub-strátom zvýšením koncentrácie substrátu. Keď [S] >> [I], pravdepodobnosť, že molekula in-hibítora bude viazaná do enzýmu je minimalizovaná a reakcia vykazuje normálnu hodnotu Vmax. Avšak hodnota [S], pri ktorej V = Vmax/2, t.j. pozorovaná Km, je zvýšená v prítomnosti inhibítora faktorom α. Tento efekt kompetitívneho inhibítora na hodnotu Km, kombinovaný s faktom, že Vmax ovplyvnená nie je, charakterizuje kompetitívnu inhibíciu a je ľahko odhaliteľný pomocou Lineweaver-Burkovho vynesenia. Rovnovážna konštanta pre väzbu inhibítora, KI, môže byť získaná z toho istého typu vynesenia: 
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Obr. 14
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Obr. 15 Rozdiel medzi kompetitívnym a nekompetitívnym inhibítorom.

Terapia založená na súťaži (kompetícii) o ak-tívne miesto sa používa pri liečení pacientov, ktorí požili metanol. Pečeňový enzým alkoholdehydrogenáza mení metanol na formaldehyd, ktorý je škodlivý pre mnohé tkanivá. Slepota je bežným dô-sledkom požitia metanolu, pretože očné tkanivo je špeciálne citlivé na formaldehyd. Etanol ako alter-natívny substrát je účinný v kompetícii o aktívne miesto na alkoholdehydrogenáze. Etanol pôsobí ako kompetitívny inhibítor, s tým rozdielom, že etanol je taktiež substrát a jeho koncentrácia sa bude ča-som znižovať v dôsledku toho, že sa mení na ace-taldehyd. Terapia proti otrave metanolom je za-ložená na intravenóznej infúzii etanolu, ktorá udr-žuje jeho hladinu v krvi konštantnú počas niekoľ-kých hodín. Etanol spomalí tvorbu formaldehydu a zníži tak riziko vážneho poškodenia istých tkanív, zatiaľ čo obličky odfiltrujú metanol do moču. 
Enzýmy sú citlivé na pH prostredie 
Enzýmy majú pH optimum (alebo pH oblasť), pri ktorom je ich aktivita maximálna. Pri nižšom alebo vyššom pH ich aktivita klesá 
[image: ]
Obr. 16. pH závislosť aktivity dvoch enzýmov.
Tieto krivky boli zostrojené na základe meraní počiatočných rýchlostí uskutočnených v tlmivých roztokoch s rôznou hodnotou pH. pH optimum aktivity enzýmov sa vo všeobecnosti nachádza v oblastiach pH, aké má prirodzené prostredie výskytu daného enzýmu. Pepsín, ktorý hydrolyzuje peptidové väzby v proteínoch po-čas trávenia v žalúdku, má pH optimum okolo 1,6. pH žalúdkovej šťavy je 1 až 2. Glukóza-6-fosfatáza v hepatocytoch (pečeňových bunkách), s pH optimom pri 7,8, zodpovedá za uvoľňo-vanie glukózy do krvi. Normálne pH v cytoplazme hepatocytov je 7,2.
OTÁZKY NA SKÚŠKU:
1. Čo sú enzýmy? Uveďte príklad enzýmov používaných v praxi. Mechanizmus pôsobenia enzýmu. Aké faktory vplývajú na ich činnosť? Typy inhibície.
2. Najjednoduchší model vysvetľuje kinetické vlastnosti mnohých enzýmov,  Michaelis-Mentenovej rovnica, Lineweaver-Burkova závislosť.
3. Vsádzkový enzýmový bioreaktor, bilančná rovnica, parametre vplývajúce na reakčnú rýchlosť.
4. Reaktory s imobilizovanými enzýmami, čo je to imobilizácia a jej metódy?
5. Inhibícia enzýmov, definícia, schéma kompetitívnej inhibície, rozdiel medzi kompetitívnym a nekompetitívnym inhibítorom.
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Rychlost’ spotreby substratu biochemickou
reakciou ¢@(s) vyjadrend Michaelisovou-
Mentenovej rovnicou suvisi stokom sub-
stratu vzt'ahom
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Z rovnice (4.26) si vyjadrime hodnotu N..,.
a dosadime ju do rovnice (4.28). Potom bude
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Rovnicu (4.29) si vhodnejsie napieme v tva-
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4.7 ENZYMY V TECHNOLOGII VYROBY VINA

Pektolytické enzymy (pektinazy) su prirodzenou si-
astou hrozna. Katalyticky sa podielaji na hydrolyze
pektinovych latok v hrozne a muste, ktoré maju silne
rozvetvenu Struktiru. ZniZuji tym viskozitu mustu,
Zzlepujti uvolfiovanie aromy a farbiv zo Supiek, aj vylis-
nost rmutu. Va&inou viak nie su prirodzene pritomné
v dostatoénom mnoZstve. Preto sa v technologii vyroby
vina pouZivajti aj komeréné preparaty. Tieto preparaty
sa pridavajt do rmutu ihned po zomleti hrozna. Utin-
né st v Sirokom teplotnom rozpéti 12-25°C a nie st
vyznamne citlivé na pritomnost oxidu siri¢itého, ani na
hodnotu pH.
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Uvazujme dalej prestup latky v mikro-
schranke. Vychadzame zrovnice prestupu
latky v sférickych suradniciach
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Koncentracia substratu sa meni len v smere
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Potom z rovnice (4.31) ostane
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Pre rovnicu (4.32) platia okrajové podmienky:

pre r=0 je ds/dr=20
r="rtim J€ =5

e je koncentracia aktivneho enzymu v mi-
kroschranke.

RieSenie rovnice (4.32) je uvedené v mono-
grafii [1] v zavislosti od koncentracie sub-
stratu s** a graficky znazornené na Fig. 4.8.
Tu je zaroven priamkou znazornena rovnica
(4.30) a priesecnik je spolo¢nym rieSenim.
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Fig. 4.8 Losung der Gleichung (4.30) und (4.32)
Riesenie rovnice (4.30) a (4.32)
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PouZitim enzymov ziskame preukazne viac sa-
motoku, lisovanie je Tahsie a rychlejsie. Aj nasledné
manipuldcie stvisiace so $kolenim vina a filtrécia
st jednoduchsie, pretoze pektinazy hydrolyzuju aj
ochranné koloidy.

Niektoré dalsie enzymy pouzivané vo vinarskej tech-
nologii
= Protedzy enzymaticky hydrolyzuja peptidické viz-
by medzi aminokyselinami v bielkovinach a tym
Stiepia peptidové retazce. Dochadza pritom k zni-
Zeniu viskozity mustu, lepsej &iritelnosti, filtrova-
telnosti mladého vina i uvolneniu asimilovatelné-
ho dusika.
Betaglukozidazy prispievaji k uvolfiovaniu aro-
matickych latok naviazanych na cukorntt zlozku
pevnych Casti rmutu. Dalej uvoltiuji terpény z glu-
kozidickych vézieb pri dokvasani vina.
= Hemicelulizy podporujti rozpustanie antokyani-
nov a lepSiu extrakeiu taninov z hroznovych fu-
piek modrého rmutu. Prispievaju tak k stabilizacii
farbiv. Umozituju znizovat as potrebny na fer-

mentaénii maceraciu.

= B - lydzy katalyzuju nehydrolytické Stiepenie che-
mickych vézieb, &m znizuju viskozitu mustu.

= B - glukanazy odburavaju neziaduce koloidy
v muste, zlepSuju jeho filtrovatelnost. Rozkladajt
glukdny v muste z hrozna infikovaného zhubnou
hnilobou.

= Lyzozym sa pouZiva na zamedzenie, pripadne zasta-
venie bakteridlneho odbtiravania kyseliny jabl¢nej.

Enzymy majt bielkovinovi povahu (proteiny), pre-

to koagulujii a sedimentujti po aplikdcii odkalovacich

technologickych pomocnych ltok.

Pouzivanie enzymov vo vinérstve je v stéasnosti
velmi diskutovanou témou. Ich pozitivny vplyv pri
manazmente vinifikicie je preukdzany. Na druhej stra-
ne, mnohé dostupné enzymy nepatria do klasickej eno-
logie. Je dokonca otdzne, & ich médme ponimat ako po-
mocné technologické l4tky, alebo aditiva. Nie je presne
zndme, aki lohu zohravaji rezidud enzymov a niek-
toré ich produkty v dalsom procese tvorby a zrenia
vina. Je na volbe vyrobcu vina, akou cestou sa vyda.

4.8 ALKOHOLOVE KVASENIE

Bez znalosti zékladnych zakonov chémie, bioldgie
a mikrobiolégie nie je mo#né pochopit vino. Ten, kto
nikdy nevidel kvasinku pod mikroskopom a nevie,
ako sa méZe vo vine spravat, nemdze porozumiet
vinu (MALIK, 2003).

Pred alkoholovym kvasenim mézeme, v pripade
ak to legislativa povoluje a ohlésime to kontrolnému
tstavu, upravit cukornatost rmutu, alebo mustu, Z4-
sady a sposoby tipravy cukornatosti mustu st uvede-
né v kapitole 4.5.4.

Alkoholoveé kvasenie je zloZity proces realizovany
enzymatickym systémom kvasni¢nej bunky, pocas
ktorého vznikd mnoZstvo medziproduktov, hlavnych
i vedlajsich produktov. Zo vieobecnej rovnice alko-
holového kvasenia vyplyva, e z molekuly glukdzy
alebo fruktézy vznikaju 2 molekuly etanolu a 2 mo-
lekuly oxidu uhli¢itého. Ttto zlozitd biochemickd
reakciu mozno vyjadrit nasledovnou chemickou rov-
nicou:

CH,O; =~ 2CHCHOH +2C0,
180,16 g 2.46,07 g 2.4401¢g
Teoreticky vytaZok: 100 % 51,1 % 48,9%
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Vsadzkovy enzymovy bioreaktor

Pri podmienke uplného premieSavania si
modzeme napisat’ bilan¢nu rovnicu
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kde
7, —je reakénd rychlost [kg. m™ . s7']
s — koncentrécia substratu [kg. m”]
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Reakena rychlost’ 7, je funkciou tychto pa-
rametrov:
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ry=f(s e, T, pH, t, T'max, Kis, k) (4.2)
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kde je

e; — zaCiatoCna koncentracia aktivneho
enzymu,

T —teplota,

Fmax — Maximalna hodnota reakéne;j rychlosti,

Ky — Michaelisova-Mentenovej konstanta,

k., —koeficient zaniku aktivity enzymu.
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V rovnici je zahrnuty i¢as, pretoze mozno
predpokladat’ pokles aktivnej koncentracie
enzymu s casom v dosledku denaturacie.
Vseobecne mozno rovnicu (4.2) povaZovat
za sucin dvoch nezavislych funkcii — ¢, (5)
a ¢, (1), pricom prva zavisi od koncentracie
substratu a opisuje reakénu kinetiku a druha
sivisi s casom a vyjadruje kinetiku deak-
tivacie enzymu.
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Prvy &len ¢, (s) je vlastne Michaelis-Men-
tenova rovnica, teda
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Druhy ¢len stcinu
(1) =exp(~ky 1), , (44)

priéom 7, marozmer [s’]




image33.jpeg
Hodnoty 7., Ky a k. su ovplyviiované tak
teplotou, ako i pH a optimum produktivity
mozno dosiahnut’ len po vystaveni obsahu
reaktora ur¢itému priebehu teploty a pH. Po
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dosadeni (4.4) a (4.4") do rovnice (4.1) a
separacii premennych dostaneme:
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Zrovnice (4.6) mozno uréit reakény d&as
potrebny pre danu konverziu. Objem bio-
reaktora vypocitame na zéaklade vyzadovanej
rychlosti produkcie
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kde je

Pr — vyzadovana rychlost’ produkcie /kg. s}
t; — ¢as na pomocné operacie /s ],

t, — Cas vsadzky /s ]
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Rovnicu (4.6) de'me vstupnou koncentraciou
substratu s;. Ak je K, vzhl'adom na s; vel-
mi malé, potom mozno upraveni rovnicu
(4.6) napisat’ v tvare
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Ak koeficient zaniku &, — 0, potom v limite
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RieSenie rovnice (4.8) je znazornené na Fig.
4.1.
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Fig. 4.1 Abhingigkeit der Konzentration von der Zeit nach der Gl. (4.8)
Zavislost’ koncentracie substratu od ¢asu podPa rovnice (4.8)
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Zo vztahu (4.6) si uréime minimalnu zadia-
to¢nu koncentraciu enzymu, ktora je potreb-
na pre danu konverziu
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pri¢om sme si oznacili

EK n 4 (s, —s)] kg (4.11)
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Ak enzymova reakcia prebieha vel'mi dlho,
tj. t — oo, zo vztahu (4.10) dostaneme mini-
malnu zaciato¢nu koncentraciu enzymu po-
trebnd na dosiahnutie daného stupria kon-
verzie
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Zavislost’ (4.10) je znazormena na Fig. 4.2.
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Fig. 4.2 Zeitabhingigkeit der Anfangskonzentration des Enzyms fiir k, = 0,01 nach der Gl. (4.10)
Zavislost’ po€iato¢nej koncentracie enzymu od ¢asu pre k, = 0,01 podl’a rovnice (4.10)
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Odvodené vztahy platia pre idealne enzy-
mové systémy. V skuto€nosti rovnica (4.6)
moze zlyhat' pri opise celkovej rychlosti re-
akcie, pretoze:
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1. reakcia méze byt vratna,

2 u¢inok enzymu moze byt inhibovany
substratom alebo produktom,

3. reakcia moze byt aj iného poriadku

ako prvého.

V takychto pripadoch treba experimentalne
vyhodnotit’ ekvivalent zavislosti.
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Pri tomto type reaktora nie su enzymy voln

3,

rozpustené v roztoku, ale su imobilizovan
viacerymi sposobmi

fyzikalnou adsorpciou

oklaziou

uzavretim do mikroschranok
zosietovanim molekul bielkoviny
kovalentnou vizbou




image1.jpeg
Uvod

Mechanizmus pdsobenia enzymov bol done-
davna malo znamy. Rychly rozvoj biochémie
(najmd po druhej svetovej vojne) ukazal, Ze
vicsina procesov prebiehajucich v Zivej hmo-
te je spojena senzymami. Spoluprica bio-
légov a chemickych technolégov priniesla
prvé ovocie vo forme nového, rychlo sa roz-
vijajuceho odboru — enzymove;j technoldgie.
Jej produkty nachadzame v potravinarskom,
textilnom a papierenskom priemysle, pri vy-
robe detergentov, v lekarstve atd’.

Pouzitie izolovanych enzymov umoznilo
zvysit’ Specifitu viacerych reakcii, ziskat’ vy-
zadovany produkt s maximalnym vytazkom
avlepSej kvalite iobmedzit na minimum
vyskyt neziaducich vedl'ajsich produktov. Za-
roveti nahradza mnohé procesy, pri ktorych sa
pracuje v silnych kyslych alebo zasaditych pro-
strediach a za vysokych teplét a tlakov. V Tab.
4.1 su priklady niektorych beZnych priemysel-
nych aplikacii odseparovanych enzymov.




image58.png
@ feme | © feme | @ fem +
o

‘0 & https://web.vscht.cz/~spiwokv/enzymologie/analyticke_aplikace.pdf R

© Aozt © Getting Stared

@ Y[ sl =+ [m% v S8 A»

Enzyme immobilization methods

I'—J—I

Chemically Physically

I'—Jﬁ f—lﬁ

Adsorption Covalent bonding Entrapment Encapsulation

Cross linking

B—@ pEs
& @
0

S sor |





image59.png
<« c @ © & hitps;//webvscht.cz/~spiwokv/enzymologie/analyticke_aplikace.pdf IR Z Yoo «=

© Aozt © Getting Stared

@ ME 1231 =+ 8% v Ta8mn N »

Adsorbce
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« sorbenty = sklo, kiemicitany, aktivni uhli, silikagel, slou€eniny
aluminia, ionexové pryskyfice, bentonit, ...

 vyhody: jednoduchost, minimalni disledky procesu na konformaci
biokatalyzatoru

» nevyhody: mala pevnost vazby — zavisla na pH, teploté, iontove sile,
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navazaného enzymu
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e Fyzikalna adsorpcia
na inertnom nerozpustnom nosici.

Na Fig. 4.5 je znazornend imobilizacia
enzymov na inertnom nosici.
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K

Fig. 4.5 Immobilisation der Enzyme E auf einem inerten Triger K
Imobilizacia enzymov E na inertnom nosi¢i K
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Metoda tkvie v nespecifickej fyzikalnej in-
terakcii medzi enzymom (bielkovinou) a po-
vrchom nosica, ku ktorej dochadza po zmie-
Sani koncentrovaného roztoku enzymu s tu-
hym nosi¢om. Byva nim aktivne uhlie, oxid
hlinity, celul6za, kaolin, fosfore¢nan vape-
naty, silikagél. Vidzbové sily pri adsorpcii re-
prezentuji vodikové mostiky a Van der
Waalsove interakcie. Nevyhodou tohto spo-
sobu je, Ze Casto dochadza k desorpcii biel-
koviny, najmi pri zmenach teploty, pH, i6-
novej sily a tieZz v pritomnosti substratu. Na
povrch nosi¢a sa adsorbuju aj d’alsie bielko-
viny a iné latky.
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lontova vazba

» zalozeno na elektrostatické pfitazlivosti opacné nabitych
skupin nosice a enzymu

* nosice - komeréni iontoménice - DEAE-celulosa a
DEAE-Sephadex

* anex - vazba negativné nabitych skupin enzymu a
opacné u katexu

* vyhody: snadnost, Setrné podminky, snadna regenerace
biokatalyzatoru

» nevyhody: zména podminek (pH) a ionty s vétsi afinitou
k ionexu = desorbce navazaného enzymu

meetgoogle.com zdiela okno. [EAES
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Kovalentni vazba na nerozpustny
nosic

nosi¢e — organickeé latky, pfirozené i syntetické polymery
vlastnosti — nerozpustné, mechanicky stabilni a
hydrofobni &i hydrofilni povrch

k vazbé se vyuzivaji a- a e-aminoskupiny, karboxyloveé,
sulfhydrylove, hydroxylové, imidazolové a fenolove
skupiny bilkovin

vazba pres funkéni skupiny enzymu, které nejsou
dulezité pro katalytickou funkci

vyhody: podobna situace v organismu — efektivnéjsi,
vyssi stabilita (nepodléha zménam pH, teploté,
koncentraci substratu a pouzitém rozpoustédle)
nevyhody: podminky reakce => koncentraéni zmény =>
snizovani aktivity
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Kovalentni prokrizeni
bi- a multifunkCnimi Cinidly

jednotky biokatalyzatoru se navzajem spojuji pomoci bi-
event. multifunkénich &inidel a vytvareji
vysokomolekularni nerozpustné agregaty bi- (event.
multi.) €inidla poskytuji dvé (event. vice) skupin pro
vazbu biokatalyzatoru

homobifunkéni €inidla - vazba prostfednictvim dvou
(event. vice) stejnych skupin (pf.
Hexymethylendiisokyanat, glutaraldehyd)
heterobifunk&ni €inidla - vazba prostfednictvim odliSnych
funk&nich skupin (pf. trichloro-o-triazin)

vyhody: jednoduchost, stabilita imobilizovaného
biokatalyzatoru => kovalentni vazba

nevyhody: citlivost enzym0 k vazebnym ¢inidliim =>
inaktivace, rosolovita konzistence

meetgaogle.com zdielz okno.
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o, ~CONHNH, -NH, peptide bond formation (i preseace of condeing reagents) ~
S Flvoro2,-diniroanitde Acylhydraidé —cod

Zapolymerovani do matrice gelu - entrapment

« gelové materialy — polyakrylamidovy gel, agar, Zelatina,
alginaty, karageenan, ...

» substrat i produkt enzymu prostoupi péry gelové matrice
(jen nizkomolekularni latky)

» vyhody: mirné reakéni podminky, bez zmény
konformace enzymu=> imobilizace libovolného enzymu,
pouziti ve formé filmu (napf. na potazeni elektrody),
sloupce nebo i mechanicky dispergovany

+ nevyhody: tvorba volnych radikal( pfi polymeraci =>
nepfiznivé ovlivnéni enzymové aktivity

meetgaogle.com zdiela okno.
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Tab. 4.1  Beispiele einigen geliufigen industrielen Aplikationen der separierten Enzyme
Priklady niektorych beznych priemyselnych aplikécii odseparovanych enzymov

Enzymart Biochemische Reaktion Industrielle Verwendung
Druh enzymu Biochemicka reakcia Priemyselné pouzitie
Proteinase Protein Hydrolyse Verarbeitung von Milchprodukten
Proteinaza Hydrolyza proteinu Priprava mlie¢nych produktov
Amylase Starke Hydrolyse Backen

Amylaza Hydrolyza $krobu Pecenie

Pektinase Pektin Hydrolyse Kldrung von Obstsiften
Pektinaza Hydrolyza pektinu Cirenie ovocnych §tiav
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e Oklizia enzymov

Enzymy st imobilizované zachytenim v
Strukture polymérnych gélov (Fig. 4. 6), kto-
rymi mdzu nizkomolekulové substraty i re-
akéné produkty volne difundovat, ale vyso-
komolekulové enzymy nimi neprejdd. Ob-
vyklou metddou je polymerizacia hydrofilnej
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matrice vo vodnych roztokoch €nzymov pri
zabezpeceni takého polymeriza&ného stupria,
ktory vedie k vytvoreniu pérov vyZadovanej
velkosti. Ako monomér sa zviésa pouziva
akrylamid, ¢asté je pouzitie Skrobovych gé-
lov stabilizovanych na polyuretanovej pod-
lozke, d’alej kremi¢itanovych a inych.
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Fig. 4.6 Immobilistion der Enzyme durch Oklusion
Imobilizacia enzymov oklaziou
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Enkapsulace

Vytvoreni polopropustné membrany na povrchu enzymu ve
vodném prostfeni — mikroemulze

Enzym v krystalickém stavu

S -
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* Uzavretie malych objemov vodnych
roztokov enzymov do mikroschranok

Mikroschranky majt obal z tenkej poloprie-
pustnej membrény (z nylonu, kolédia) a vel-
kost' 0,004 — I mm; hribka membrany je
2.10°° m. Mikroschrénka chrani enzymy pred
mechanickym striznym napitim, ako i pred
bublinkami plynu a pripadnou mikrobialnou
kontaminaciou.
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Pozadavky na vlastnosti nosi¢e

* biokompatibilita

« dostaténé velky povrch

« dostateény pocet funkénich skupin
 Hydrofilni charakter

* nerozpustnost ve vodném prostfedi
« chemicka a teplotni stabilita

» mechanicka odolnost a vhodny tvar ¢astic
« resistence k mikroorganismim

« regenerovatelnost

* (ne) toxicita

* nizka nebo opodstatnéna cena

Reakéni podminky imobilizacnich reakei - nedenaturujici

e Mate udelené slovo
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Kinetika procesu pri pouziti
enzymov uzavretych v mikroschranke
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Polopriepustna membrana predstavuje prie-
hradku, cez ktoru musi substrat preniknut’,
aby sa dostal k aktivnemu jadru. Toto jadro
pozostava z vodného roztoku enzymu (Fig.
4.7) a v dosledku minimélnych rozmerov ho
mozno povazovat’ za stojati oblast’. Docha-
dza v iom k difuzii a k biochemickej reakcii.
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Substratlosung
roztok substrdtu

Enzymlosung
roztok enzymov

Fig. 4.7 Immobilisation des Enzyms im Mikroeinschluf}
Imobilizacia enzymu v mikroschrinke
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Ak predpokladame gul'ovity tvar mikro-
schranky (¢o byva obvykly pripad), mozno
difizny tok v membrane opisat’ rovnicou
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Odseparované enzymy su rozpustné v reak-
¢nom médiu, t.j. vo vodnom roztoku. Obvyk-
le sa odtahuju i s produktom, pretoZe zvi&sa
su to relativne lacné necisté hydrolytické en-
zymy, a preto nie je ekonomické ich ziskavat’
spat’.

Enzymatické reakcie sa obvykle uskuto¢-
nuju v dokonale mieSanom vsadzkovom re-
aktore, s regulaciou pH a teploty. Na zadiat-
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2-w-r*-D, -— = A= const. (4.21)
r
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kde Dy, je difuzivita substratu v membrane.

Mnozstvo substratu, ktoré je vyjadrené rov-
nicou (4.21) prejde aj gulovitou plochou
s polomerom r;,, teda
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A=2-7-r,-N. (4.22)




image80.jpeg
kde N;..je merny tok substratu na polomere
Vim

Rovnicu (4.21) integrujeme pri okrajovych
podmienkach:

pre r =rem je s =5*
pre r=ry je s=s** (pozriFig. 4.8)

a dostaneme:
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(4.23)
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Hodnota konstanty 4 vyplyva zrovnice
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(4.22) a konstanty B, napr. z druhej okrajove;
podmienky.
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B=s"+Jm N . (4.24)
D
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Po dosadeni (4.22) a (4.24) do rovnice (4.23)
dostaneme:
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