PEPTIDELE ACTIVE
_ Endotelinele reprezinta o familie de peptide noi cu o activitate biologica deosebita.
In 1988, M. Yanagisawa §1 alti savanti au capatat din cultura endoteliului vascular un
peptid cu un efect biologic foarte pronuntat, numit endotelina. Timp de zece ani s-a
efectuat un studiu amplu referitor la peptida respectivd, receptorii ei, enzima - endotelin
convertaza si inhibitorii ei.

Endotelinele sunt cei mai efectivi factori vasoactivi. Sunt implicate in patogenia
unor forme de maladii hipertonice, ischemii renale, hemoragii subarahnoidale. Este
determinat rolul lor in infarctul miocardic, aritmiile cardiace.

De rind cu endotelina-1 (ET-1), un peptid biciclic din 21 aminoacizi, s-au depistat i
alte 2 izoforme - ET-2 i ET-3, codificate probabil de gene diferite. Aceste peptide sunt
marea speranta a savantilor pe viitor! Toate trei endoteline in mod diferit sunt expresate
in tesuturile vasculare. Primele doud au o activitate majora de vasoconstrictori.

Sunt clonate si secvenate 2 tipuri de receptori (ET-A si ET-B), care s-au depistat atit
in endoteliul vaselor, cit si in rinichi, plamini, suprarenale, tesutul nervos. Constrictia
vaselor e mediatd de ET-A receptori, structuri fixatoare de G-proteina; pe cind inductia
receptorilor ET-B conduce atit la constrictia, cit si la dilatarea vaselor. Functia acestor
receptori e cuplata cu activarea fosfolipazei C i A, cu majorarea nivelului de Ca**
intracelular, formarea intensivé a prostaciclinei si/sau tromboxanului A,. ET-1 i ET-3in
tesutul nervos intensifica sinteza fosfoinozitfosfatului.

ET-1 apare carezultat al proteolizei limitate a endotelinei majore - (B=ET) in trei
etape:

a) hidroliza proteolitica a preproendotelinei-1 la Arg(92) in endotelina-1-Lys-
Arg (40) sub actiunea convertazei (E );

b) hidroliza capatului C-terminal B = ET-I-Lys-Arg(40) la B =ET-1-(38) de o
carboxipeptidaza (E,);

¢) scindarea premergatorului B-ET-1 la legatura Trp(21) = Val (22) cu formarea
endotelinel ET-1, etapa determinata de convertaza respectiva (E,).

Schematic:

Pre-Pro-ET-1 —lm B=ET-I -Lys-Arg(40) 2w BET: (38) Fa,

_E; _ Endotelina-1

E, (enzima endotelin convertaza - ECE-1) este o metalproteinaza din grupa celor
fixate Tn membrana, care participa in procesingul postsecretorial al hormonilor peptidici
sineuropeptidelor. Are unele proprietati aseménatoare cu familia Zn** - metaloproteazelor.
In centrul activ este restul Tyr si regiunea fixatoare de Zn**,

E depistata enzima ECE (endothelin-converting enzyme) in majoritatea tesuturilor.
Activitatea el e determinata atit prin metode imunochimice, cit si prin testare biologica.
Ea prezinta un dimer cu subunitatile de 120-130kDa fixate prin punti disulfidice. Splaisingul
alternativ a demonstrat variante ale ECE ca grupa N terminala e diferita, cu o specificitate
selectivd la substraturi. ECE-1 are o specificitate mare la B-ET-1 si mult mai putin efectiva
laET-2 51 ET-3. Aceste date presupun prezenta enzimei in mai multe izoforme ale ECE-
I (TasiIP).

-40 -



ECE-2, o altd endotelin convertaza, in 59% e omoloaga cu ECE-1 - o expresie
majora e depistata in tesuturile creierului. Ambele enzime au structuri de baza comune:
sunt proteine integrale membranare de tip I1, ce contin o secventd cu Zn** caracteristica;
au 10 site-uri glicozil, cu o localizare nu chiar identica, sunt inhibate de aceiasi inhibitor
cu diferita sensibilitate.

ECE-2 hidrolizeaza B-ET-1 mai efectiv decit B-ET-2 si B-ET-3. Dar cea mai
esentiala deosebire ¢ pH optim pentru forma 2, care este egal cu 5,5, si enzima e
neactiva la valori neutre, optime pentru ECE-1. Prezenta, de asemenea, a ECE-21in
tesuturile neendoteliale demonstreaza ca acest ferment functioneaza ca enzima extra- si
intracelulard, responsabila de hidroliza intraveziculara a precursorului ET-1, sintetizat in
aparatul Golgi. Cele prezentate presupun 2 tipuri de sinteza a endotelinelor: extra si
intracelulara.

Sunt depistate si enzime ce degradeaza fiziologic endotelinele «mature»-
metaloendopeptidaza cu pH optim de 5,5; «endotelinaza» (serin proteinaza).

Endotelina si, corespunzitor, ECE regleaza tonusul vaselor si, in general,
cardiohemodinamica. Peptidul participa la patogenia hipertensiei esentiale - inhibitorii
ECE previn dezvoltarea hipertensiei pulmonare in experiment. Efectele sunt
dependente de functionarea sistemului renina-angiotenzina.

S-au depistat unele efecte neurologice ale ET-1 si ET-3, modificari in reactiile de
comportare, efect central cardiorespirator.

In prezent se presupune ci endotelinele, de rind cu alti reglatori ca histamina,
bradikinina, angiotensina II, participa la relisingul diferentiat al adrenalinei si/sau
noradrenalinei din suprarenale in stres (situatii extremale). Esential e rolul lor in
reglarea stérii functionale a endoteliului - stratului intim arterial s venos din diferitele vase
ale organismului. Dereglarile metabolismului normal al endotelinelor, expresia intensiva a
precursorilor si receptorilor respectivi, activitatea majora a ECE devin factori de dezvoltare
aproceselor patologice din organism, motiv care impune investigarea unor metode de
control si de reglare a activitétii lor in organism - inhibitorii metaloproteazelor. Inhibitor
clasic se considerd fosfoamidonul. Mult mai activ este analogul tiorfanului. In baza
compusilor acidului fosfonic s-au sintetizat inhibitori ai ECE, foarte puternici si selectivi.
Sunt utilizati i analogi ai ET-1, care blocheaza activitatea ECE atit in vitro, cit si in vivo.

In ultimii ani se confirma ca unele peptide cu o structura foarte simpla, predominant
din glicina si prolina (PG, GP. PGP, GPGG), poseda o activitate biologica deosebita
referitor la coagularea singelui, actiunea protectoare a mucoasei, nociceptie. La aceste
peptide se alatura si PGce (ciclic) depistat in creier. O particularitate deosebitd a acestor
fragmente, ce contin prolina terminald, este stabilitatea majora in fluidele organismului
fata de altele (de mii de ori).

Aceste peptide au ca sursa si alimentele, caci e stabilit ca tripeptidele ce contin
prolina sunt absorbite de celulele endoteliale intestinale nescindate. Un precursor al
lor poate fisi enterostatina (APGPR), precum si colagenul si elastina.

Compartimentalizarea stricta a proceselor permite realizarea unor functii diametral
opuse, de exemplu, acidul glutamic, glicina, care indeplinesc atit rol plastic, cit si energetic
s1 servesc drept neurotransmitatori. Asemenea compartimentalizare e reala i pentru
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precursorii peptidelor reglatoare (PR). Determinant poate fi tesutul, organul, precum si
repartitia locala a proteazelor.

S-a stabilit ca aceste peptide blocheaza agregatia trombocitelor, formarea
trombinei i a fibrinei; sunt inhibitori ai fibrinazei (XIII ). Posibil ¢d aceste peptide
simple ce contin prolind (fragmente ale colagenului i elastinei) sunt factori endogeni
cu actiune de antitromboza si trombolitica.

Prolincomponentele peptidice, PGP si GPGG, amplificad rezistenta mucoasei
gastrice la actiunea factorilor nocivi, devenind protectori antiulcerogi. Este inhibata
endo- i exosecretia pancreasului, motorica stomacului, utilizarea alimentelor (anorexia)
de enterostatind (pentapeptida APGPR).

Peptida GP_ are efect stimulator in consolidarea memoriei, posibil se formeaza
din colagen sau elastind.

Peptidele scurte, ce contin prolind, sunt activatori ai hemotaxisei, favorizeaza
formarea superoxidului, neutralizeaza analgezia provocata de morfina. Comparind structura
peptidelor respective, se presupune dependenta efectului de prezenta prolinei la capatul
N-sau C-terminal al peptidei.

Carnozina — dipeptida (-alanil-L-histidina, extrasa in anul 1900 din muschiul
scheletal. In prezenta acestei dipeptide, muschiul izolat de broasca se contracta ca si la
acumularea cantitdtilor mari de lactat; pl a carnozinei este de 6,9, iar a anserinei- 7,1
—ultima este derivatul el metilat. Acesti compusi sunt ideal adaptati pentru rolul de tampon
in regiunea fiziologica a pH — au o cota pina la 40%.

L& Z1
N e NH COOH 0 arnozina

Capacitatea tampon protonica marimea [3- se masoara in “slake” si se determina
dupa numarul de mkmol NaOH sau HCI, necesari pentru amodificapHa 1 gtesutcuo
unitate —de la 6 la 7 sau 6,5 - 7,5. Se considera ca si peptidele inrudite iau parte la
reglarea activitatii enzimatice, la diminuarea reactiilor oxidante.

Datele experimentale confirma ca carnozina prezinta un antioxidant multifunctional,
capabil sa tnactiveze radicalii liberi, sa formeze compusi chelati cu metalele prooxidante
(Cu) si poseda capacitatea de a forma conjugate cu produse aldehidice toxice de oxidare
a lipidelor. In prezenta carnozineli, limita Heiflik se extinde —celula din culturd imbatrineste
mult mai lent. Posibil, e si rezultatul unic al efectului diferit al camozinei ca: izvor al histidinei,
imunostimulator si neurotransmiter etc.

Glicozilarea nefermentativa a proteinelor este un proces dependent de virsta, activ in
diabet. Formarea legaturilor transversale intre polipeptidele modificate si proteinele
normale este cauza complicatiilor in diabet. S-a confirmat cd carnozina este un agent
antiglical natural, ce se contine preponderent in muschii albi cu o glicoliza intensiva.
Carnozina indusd de aldehida malonica inhiba formarea in proteine a legaturilor
transversale, precum i formarea gruparilor carbonilice in proteine, specifice la imbatrinirea
proteinelor si celulelor. Carnozina e capabild sa reactioneze cu metil-glioxalul i, indusa
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de el, preintimpina modificarile proteice. Camozina protejeaza celulele de actiunea toxica
a aldehidelor s1 cetonelor.

Proteinele glicate sunt imunogene, iau parte la generare in procesul de imbatrinire a
autoantigenelor. E stabilit ¢ carnozina glicata nu e mutagena, spre deosebire de
aminoacizi. Ea inhiba reactia de glicare a lizinei, moduleaza toxicitatea produsului pentru
cultura celulelor.

Imbatrinirea proteinelor este insotiti de acumularea polipeptidelor aderante,
indeosebi ale celor ce contin grupa carbonil. Ultimele apar ca rezultat al oxidarii radicalilor
aminoacidici de FAO, precum si la interactiunea produselor oxidarii lipidelor —aldehida
malonici si hidroxinonenalii — cu lizina si in al treilea rind, in procesul de glicare in care
aldehidele toxice induc formarea gruparilor carbonil in proteine.

S-a constatat ci carnozina nu doar se fixeaza de gruparea carbonil din proteine, dar
si moduleaza activitatea lor, inhibind formarea legaturilor transversale in proteine, ca
rezultat al generarii complexului proteina-carbonil-carnozin aduct.

Deocamdata nu e clar unde anume are loc formarea acestui complex: in interiorul
celulei sau in afara ei?

Care este soarta proteinelor carnozilate?

Posibil ca reprezinta o forma a lipofuscinei — pigmentul imbatrinirii. Lipofuscina
are o natura foarte heterogena si efectele ei sunt controversate. E enorm de multa in
tesuturile bogate in carnozind —nervos si muschi, creier. Posibil ci forma lipofuscinei fara
carnozina e capabila sd reactioneze cu alte macromolecule celulare.

O alta varianti ar fi proteoliza - scindarea de un sistem de proteozome. Carnozina
mascheaza gruparile carbonil, care sunt rezistente si chiar pot inhiba functia proteozomelor.
S-a constatat ca in prezenta carnozinei se activeaza metabolizarea unor proteine greu
metabolizante.

Grupele carbonil se formeaza i la oxidarea fosfolipidelor (etanolamina) membranare.
La depurinizare si depirimidinizare a DNA, cu scindarea legaturilor glicozidice, se
formeaza o molecula de D-oxiriboza cu proprietati toxice aldehidice. Carnozina fixeaza,
posibil, si aceste forme toxice, inhibind formarea legaturilor transversale proteina - DNA,
cu participarea aldehidelor, i micsoreaza numarul de aderatii cromozomiale in cultura
celulara. Carnozina favorizeaza procesele de detoxifiere. O datd cu imbatrinirea,
concentratia carnozinei se micgoreaza: nivelul coreleaza cu durata vietii. Indivizii care au
o staturd inaltd sunt asigurati cu longevitate mai mare.

Biosinteza carnozinei: se sintetizeaza din S-alanind si histiding, reactic calalizata
de carnozin sintaza. f-alanind — aminoacid neproteinogen se produce in ficat ca
metabolit final in degradarea uracilului §i a timinei. Celulele capabile de sinteza poseda si
un sistem benefic de transport al acestui aminoacid. Cu cit celulele sunt mai diferentiate,
absorbtia 3-ala este mai efectivi. In oligodendrocite viteza maximi de sintezi corespunde
capacitatii majore de expresie a proteinei — mielina — marker al diferentierii
oligodendrocitelor in creier.

Carnozina e legata de celulele neurogliei, care pot absorbi rapid carnozina marcati
print-un mecanism activ de transport al dipeptizilor. E prezenti camozina in neuronii
senzitivi, impreuna cu acidul glutamic, ce marcheaza rolul de neuromediator in acest
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proces. In secretie se consideri ci sunt prezente mai multe mecanisme (depolarizare
membranard, tumefierea astrocitelor cauzate de ionii K*, inversarea mecanismelor de
transport). Se confirma mecanismul vezicular, exocitoza determinata de Ca®".

Carnozina este un inhibitor selectiv al NO-dependent-activare a guanilatciclazei, ce o
poate utiliza ca remediu efectiv la tratarea sepsisului, cancerului, astmului, migrenel, toate
fiind legate de activarea sistemului de semnalizare intracelular: NO-Ggc solubilda - GMPc.

Hidroliza carnozinei e cauzata de 2 izoenzime: 1) carnozinaza tisulara (citozolica) si
2) ceaserica (KF.3.4.13.3 s1KF3.4.13.20). Forma tisulard e zincodependenta i poate
fi stabilizata de alte metale bivalente (Cd >Mn >>Zn >>Co).

Carnozina mareste de 2-3 ori longevitatea celulelor cultivate in vitro. E stabilit
efectul de intinerire a celulelor senile. Carnozina distruge celulele transformate sau
cancerigene. In amestec cu piruvatul (acidul oxaloacetatul si ot-cetoglutaratul), efectul se
micgoreaza. Citratul, izocitratul, fumaratul, succinatul si malatul nu influenteaza asupra
efectului citotoxic al carnozinei.

Efectul carnozinei poate consta in:

a) diminuarea gradului sau exprimarea efectelor care conduc la includerea
mecanismelor ce blocheaza ciclul celular. De exemplu: poate favoriza micsorarea lungimii
fragmentelor pierdute in DNA-telomerica sau diminueaza metilarea DNA;

b) micsorarea efectelor fiziologice determinate de modificarile in RNA, ce ar favoriza
indepartarea momentului de oprire terminala a diviziunii celulelor. Un astfel de efect s-ar
manifesta in intinerirea fenotipului celular, care se observa la cultivarea celulelor in vitro
cu carnozina. Carnozina, posibil, inhiba glicoliza, de altfel si formarea de ATP in celulele
cancerigene. Acest efect e reversibil la adaosul piruvatului.

CLASIFICAREA PROTEINELOR

Savantii M. Levitt s1 C. Chothia (1970), examinind structura proteinelor, le-au divizat
in 5 clase (fiecare clasa difera dupa prezenta si pozitia a-spiralei si B-structurii
(fig. 1.14, a-h)):

I. Proteine ce contin 100% ct-elice, formind o structura globulara.

I1. Proteine ce contin B-structuri si, de reguld, sunt alcatuite din doud straturi
antiparalele sau situate in forma de “butoiase”.

I1I. Proteine ce includ atit o, citsi f componente segregate in structura tertiara.

IV. Proteine ce inglobeaza o/ segmente alternate in structura secundara, formind
structura tertiara cu centrul 3 si incercuite de o-spirala.

V. Proteine neorganizate cu structura secundara evidentiata nesemnificativ. Plie-
rea lantului este determinata in exclusivitate de interactiunea radicalilor (coit pro-
teic) - puntilor disulfidice. Acestea sunt proteinele mici.

Clasificarea sus-numita a fost desavirsita de J.S. Richardson (1981).

Asadar, organizarea structurala este determinata de modul aranjarii reciproce a
structurilor secundare. De aceea, un imperativ primordial pentru prognosticarea structurii
proteinelor o au principiile de impachetare a elementelor constituente. Se stie ¢a un rol
deosebit in acest context il joaca repartitia resturilor hidrofobe in a-elice si -
structura.
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Proteinele se mai clasifica (W. Bennet s1 R. Huber, 1984) si dupa dinamica dome-
niilor structurale:

I. Proteine cu domenii rigide, imobile, dure, unite prin segmente mari, flexibile, ce le
permit acestora fluctuatii in diapazon larg reciproc.

II. Proteine cu domenii rigide, dure, unite prin portiuni mici, denumite “Balama”, cu o
circulatie mai redusa. ‘

I11. Proteine in care domeniile au roluri diverse - folosesc flexibilitatea pentru asigurarea
unor functii (de legare); interactioneaza cu grupari determinate de antigen.

Clasificarea proteinelor e o problema dificila, deoarece structura multor protei-
ne nu este studiata complet. O clasificare a proteinelor dupa functie e practic imposibila.
limitate de clasificare prezinta si proprietatile fizico-chimice.

Dupa atitudinea fata de hidroliza se disting proteine simple $i proteine conjugate
(proteide). Proteinele simple la hidroliza elimind numai aminoacizi, iar cele conjugate mat
contin §i un component neproteic si, deci, deosebim: fosfoproteide, cromoproteide,
nucleoproteide, glico-, lipo-, metaloproteide.

Holoproteinele (proteine simple). Protaminele au 0 masa moleculara mica §i un
caracter alcalin, determinat de prezenta argininei si lizinei - 60-80%, fiindu-le caracteristic
punctul izoelectric ce se afla in mediul alcalin si la fierbere se coaguleaza la adaosul bazei
in solutie. Proteinele sunt solubile in apd, se dizolva si in solutie de NH,, solutii diluate de
acizi §i baze. Aceste proteine se gasesc in cantitati mari in celulele germinale naturale ale
pestilor: salmina (laptii somnului), scumbrina (scrumbia), clupeina (heringul), in
componenta lor triptofanul lipseste. Aminoacizii ce contin sulf in majoritatea lor nu includ,
de altfel ca g1 tirozina, si fenilalanina.

Histonele din componenta nucleului celular iau parte la reglarea metabolica a activitatii
genomului. Aminoacizi bazici se contin pina la 30%. Masa lor moleculara e mai mare
decit la protamine, contin putin sau deloc triptofan. Sunt solubile in aceiasi solventi $i
precipitate de solutia NH,, se coaguleazi la incalzire.

Albuminele si globulinele prezinta masa principala a proteinelor sanguine, a lactate-
lor, masei musculare, a proteinelor oului. Raportul albumine-globuline in diferite tesuturi
ramine constant si este egal cu 1,5-2,3. In patologie acest coeficient se schimba. Albuminele
sunt mai solubile in apa, pe cind globulinele sunt solubile numai in solutii diluate de saruri,
iar in celelalte cazuri — insolubile. Solubilitatea diferita e folosita pentru fractionarea si
determinarea lor in practica clinic. Pentru ultimele scopuri azi se foloseste electroforeza
pe hirtie sau in gel, la cantitdti neinsemnate de singe. Albuminele contin 575 aminoacizi,
formind un lant polipeptidic, au un punct izoelectric mic. Ele determina presiunea oncotica
a singelui, 1au parte la transportul substantelor, prezinta o fractie omogena. Globulinele
formeaza o fractie heterogena, fiecare comportind diferite functii.

Glutelinele si prolaminele sunt proteine de natura vegetald, se depoziteaza in
semintele cerealelor, masa principald a glutenului.

Prolaminele sunt solubile in solutie apoasa de alcool etilic (60-80%). Contin 20-25%
acid glutamic i 10-15% prolina. Reprezentantii prolaminelor sunt: gliadina (griu), zeina
(porumb), orzeina (orez), hordeina (orz).
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Figura 1.14. Tipologia unor structuri proteice:

« - spiralele sunt in forma de cilindre §i spirale;

B - structura e reprezentati prin sigeti;

a) proteind in & - structurd (miohemeritina);

b) proteind in B - structuri (Cu, Zn-superoxiddismutaza);
¢) o/f structurd (2 proiectii ale domeniului NAD din LDH);
d) hemaglutenina virusului gripei;

e) o/B structuri (triozofosfatizomeraza);

f) CAP din E. coli;

g) a+f structurd (lizozim);

h) neuroaminidaza virusului gripei.
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Heteroproteidele (proteine conjugate) contin, pe linga compusi proteici, diverse
grupe neproteice numite grupe prostetice. Acestea sunt mai profund studiate. Ele sunt
indispensabil legate de proteina si prezintd un anumit interes biologic.

Nucleoproteidele sunt compuse din proteine si acizi nucleici. Denumirea lor e
derivata de la numirea nucleului celular, dar se afla i in alte compartimente ale celulei. De
aceea nucleoproteidele constituie o clasa individuald de substante organice, cu o
componenta, structura si functie independenta de localizarea lor in celuld. Astazi putem
afirma ca natura proteinelor studiate in celula e determinata de un reprezentant al
nucleoproteinelor - DNA.

Proprietatile organismelor vii, ale celulelor si intregului organism sunt determinate insa
de proprietatile proteinelor sintetizate. La hidroliza perfecta se observa descompunerea
nucleoproteidelor in proteine §i acizi nucleici. Componenta proteica o alcatuiesc histonele
bogate in arginind si lizina. Natura proteinelor nu este suficient studiata.

Cromoproteidele sunt compuse din compartimentul proteic si cel neproteic colorat,
de unde provine si denumirea lor; iau parte activa si obligatorie la procesele de acumulare
aenergiel, incepind cu fixarea energiei solare in plantele verzi, utilizarea ei judicioasa de
catre organismul animalelor si al omului: fotosinteza, respiratia celulara, transportul O, si
CO.,, reactiile de oxido-reducere, senzatiile de lumina si culoare etc. .

Reprezentanti: clorofila, hemoproteidele, sistemul de citocromi, catalaza, peroxida-
za. Labaza structurii grupei prostetice se afla inelul porfirinic, care aditioneaza elemente
chimice diferite (Fe, Mg).

Fosfoproteidele sunt proteine compuse dintr-o parte proteica si acid fosforic.
Acestor molecule le sunt proprii legaturi esterice ale acidului fosforic cu proteina
ce se aditioneaza prin OH al aminoacizilor — serina, treonina.

Reprezentantii proteidelor — cazeinogenul (proteina laptelui), fosfovitina, vitelina, vitelinina
(din galbenusul oulut), thtulina (icre de peste) — ocupa un loc deosebit in compusii ce contin
fosfor, multi dintre acestia se gasesc in sistemul nervos central. Fosfatul labil e absolut
necesar pentru functionarea celulei si exercitarea menirii sale biologice. In procesul de
embriogeneza, de crestere postnatala i dezvoltare servesc drept material pretios energetic
si plastic. Un sir intreg de enzime, ce regleaza procesele de metabolism celular, se
caracterizeaza prin legatura strinsa cu fosforul.

Glicoproteidele, ca exponenti ai grupei prostetice servind glicoaminglicanii, se
includ in tesuturi 1 in forma liberd. Legatura cu glucozamina, galactozamina com-
pusilor proteici se realizeaza prin asparagina, serind, treonind. Componenta glucidica
determina rolul biologic al glicoproteidelor indispensabili de existenta membranelor
celulare, participind la reactiile imunologice, schimbul de ioni, adeziunea intercelulara.

Lipoproteidele, ca grupa prosteica, sunt reprezentate de lipide neutre, acizi grasi
liberi, fosfolipide, colesterol, cu functii variate. Fiind compusi ai membranelor celulare si
organitelor, pot exista i in forma liberd in plasma singelui.

Metaloproteidele — metalul este legat complex de resturile de aminoacizi (transferi-
nd, ceruloplasmina, feritind). Aici se includ si unele proteine enzimatice ca anhidraza
carbonicd (Zn), ascorbatoxidaza (Cu) etc.
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PROPRIETATILE GENERALE ALE PROTEINELOR

Proteinele sunt compusi macromoleculari cu proprietati hidrofile, adica sunt solubile.
Aceastd insusire se datoreaza repartizarii pe suprafata moleculelor a resturilor de
aminoacizi cu sarcini electrice sau a grupelor polare. Proteinele fibrilare sunt insolubile in
apd, pe cind cele globulare atestd grade diferite de solubilitate.

Solubilitatea proteinelor

Solubilitatea in apa este puternic influentata de diverse saruri ale metalelor usoa-
re: NaCl, MgCl,, Na,SO,, (NH,),SO,. In concentratii mici ele au un efect favorabil.
De exemplu, globulinele sunt greu solubile in apa pura si se dizolva usor numai in
solutii saline diluate. Efectul nu depinde de natura sarii, dar de concentratia ei si de
numarul de sarcini ale fiecdrui ion din solutie. Mai eficace sunt sarurile ce contin ioni
bivalenti (Mg), fata de cele ce au ioni monovalenti. Solubilitatea maritd e determinata de
cresterea gradului de disociere a grupelor ionizate in proteine.

In concentratii foarte mari sarurile amintite reduc solubilitatea proteinelor pina
la precipitarea lor din solutie - salifiere. Procesul e mai efectiv in punctul izoelectric
al proteinelor. Mecanismul e complicat: ionii de sare atrag moleculele de apa
polarizata, micsorind cantitatea de apa ce interactioneaza cu proteina, cauza fiind
concentratiile mari de sare in care numarul ionilor este imens fata de numarul grupelor cu
sarcind a proteinei. Dar avind in vedere cé solubilitatea proteinelor in apa este dependenta
de formarea membranei apoase in jurul grupelor ionice hidrofile, transferul molecular de
apa la alti ioni micsoreaza solubilitatea proteinel. Procesul decurge mai rezultativ atunci
cind toate operatiile se efectueaza la temperaturi joase, in conditiile 1n care proteinele
sunt mai stabile.

Diferite proteine se salifieaza la diferite concentratii de saruri — fenomen ce este
utilizat pentru fractionarea lor. Globulinele precipita cind solutiile care le cuprind sunt
aproximativ semisaturate in (NH,),SO,, pe cind albuminele precipitd la concentratii mai
mari— de 75% saturatie.

Procesul de salifiere a proteinelor in multe cazuri nu e legat de pierderea capacitatii
proteinei de a se resolubiliza dupa inlaturarea agentului. Eliminarea prin dializa a
(NH,),SO, sau Na - sulfat complet conduce la resolubilizarea in apd a proteinei salifiate
cu formarea solutiilor adecvate. Capacitatea de resolubilizare rapida se mentine si in
cazul inlaturdrii imediate a proteinei de la salifiat (alcool): proteina i§i pastreaza proprictatile
native.

Solutiile in apa a proteinelor au un caracter coloidal. Diametrul unor astfel de
particule e de la 1 la 100 mmc. Remarcdm solutii reale:

a) lonice — particulele sunt mai mici decit 1 mmc, disociaza in ioni, conduc curentul
electric;

b) moleculare — se descompun pind la molecule, nu disociaza si nu conduc electricitatea
(glucoza, alcoolul) — dau spatiu optic nul.

Daca particulele sunt mai mari de 100 mmec §1 substanta ramine solida in faza lichida,
rezulta suspensia, iar cea lichida in lichid - emulsie.

Pentru solutiile coloidale (dar proteinele formeaza solutii coloidale) e caracteristic:

a) fenomenul lui Tindal pozitiv;
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b) nu difundeaza prin membrane semipermeabile, care usor transfera apa sau sub-
stantele micromoleculare. Procesul e numit dializa si sta la baza functionarii aparatului
rinichiului artificial. Majoritatea membranelor biologice normale nu sunt permeabile pentru
proteine;

¢) substantele ce formeaza solutii coloidale nu se cristalizeaza la marirea concentra-
tiel, dar genereaza precipitat amorf. Proteinele pot forma cristale numai in anumite conditii,
din solutia-mama;

d) solutiile coloidale au o viscozitate marita ce depinde de masa si forma mole-
culelor. Proteinele de aceeasi masa moleculara, dar cu molecule asimetrice, au o viscozitate
mult mai mare. Substantele coloidale interactioneazz cu apa. In proteine grupele ionogenice
leaga apa: COOH - 4 molecule de H,O, NH,- 3 molecule, OH si NH - cite 2 molecule;

e) viteza de difuziune e foarte mica. Difuzia este procesul sumar de transfer al
moleculelor dizolvate sub influenta gradientului de concentratie. Coeficientul de
difuzie depinde de marimea si forma moleculelor, de rezistenta determinata de vis-
cozitatea solventului. Procesul de difuzie constituie baza functionarii celulei,
transferului de substante. Viteza difuziei si distanta la care pot fi transportati diferiti
metaboliti in celuld sunt parametrii principali ce limiteazd metabolismul in celulele
vii i organitele lor;

f) solutiile coloidale in concentratii mari au o presiune osmoticd micd. Ea depinde de
numarul particulelor dizolvate in unitate de volum, dar nu de natura lor;

g) au tendinta de a forma diferite complexe moleculare;

h) sunt capabile de absorbtie si singure se supun absorbtiei;

1) se tumefiaza si se coaguleaza.

Solutiile coloidale capatd forma de so/ — solutie lichida cu o anumita fluiditate i
compozitie de gel, pierzindu-si fluiditatea din cauza formarii structurii de retea internd cu
fixarea apei. Atare structuri apar: 1) la tumefierea xerogelului (agar-agar, clei, gelatind);
2) inurma polimerizarii fibrinogenului; 3) in urma condensarii amidonului, gelatinei.

La invechirea gelului are loc sinereza, proces de expulzare a apei datoritd contractiei
structurilor formate din particulele coloidale si eliminarea solventului imobilizat. Apa inclusa
in reteaua structurald e numita imobilizata, pe cind apa structurala e legata de grupele
hidrofile interne ale macromoleculei proteice. Sinereza are loc la coagularea singelui, in
procesul de retractie a cheagului.

Proprietatile electrochimice

Proteinele sunt amfoliti macromoleculari, inglobind un numar redus de grupari acide
si bazice. Contributia cea mai importanta o au resturile de glutamil, aspartil, lizil, arginil si
histidil. Resturile aminoacide de la capetele C si N terminale nu au o influenta semnificativa,
mai ales cind lantul polipeptidic este mai lung. Grupele ionizate sunt dispuse in interiorul
suprafetei moleculare.

Proprietatile acido-bazice sunt determinate de numarul mare de grupe ionizate ale
resturilor de aminoacizi. De predominarea lor depind proprietitile electrice. in albumina
exista 109 resturi de COOH s1 120 de NH.; hemoglobina contine 48 COOH si 48
NH,. Sarcina electricd ¢ determinatd de structura proteinei.

Moleculele proteice, fiind electroliti amfoliti, interactioneaza cu acizii i cu bazele,
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participa la mentinerea pH. in intervalul 6-7 al pH capacitatea-tampon a proteinelor e
foarte micd. Numai aminoacidul histidina poseda proprietati tampon la valori normale
ale pH. Hemoglobina (Hb) eritrocitelor, transferind O,, s caracterizeaza prin continut
evident de histidini, de aceea si are Hb - aceste proprietti - tampon lapH =7.

Particulele proteice in solutie pot sa-si schimbe sarcina electricd in dependenta de
pH. In solutie acida are loc inhibarea disociatiei COOH si, avind sarcina pozitiva, proteina
migreaza spre catod, in solutie bazica invers — spre anod.

I|{"— COOH ] 151—~ COOH I1{-— COOH R I|{— COONa

NH> — NH;Cl NH, —> NH; THO

pH - solutiei, in care proteina apare cu o sarcind electricd nuld, numarul gruparilor (+)
este egal cu acela al gruparilor (-), este denumit pH izoelectric sau punct izoelectric
(pl). Valoarea pl depinde de compozitia proteinei in aminoacizi. O proteina ce are surplus
de lizind si arginind denota un pl >7, iar aceea care are o proportie mare de aminoacizi
dicarboxilici-pl <7.

fi{*COO' +H* R— COOH R—COO" o= R—COO
+ —> |+ + — + H,0
NH,4 NH; NH; NH, ’

Intabelele 1.4. si 1.5. sunt date valorile pI ale unor aminoacizi si ale unor proteide.

LapH izoelectric solubilitatea, mobilitatea proteinei in cimpul electric este minima;
pentru fiecare proteina e caracteristic pl propriu. Valoarea lui e determinata de numarul
de grupe ionizate si de valoarea constantelor de ionizare (ribonucleaza — 7,8; citocromul
— 10,6; pepsina —1,0). In pI molecula proteici e cu sarcini nuli si intre moleculele
invecinate nu apar forte electrostatice de respingere, ceea ce inseamna ca in atare conditii
solutiile sunt nestabile.

‘l Aminoacid pl |] Aminoacid pl |
| Acid L-aspartic 277 L-Valina | 5,96
RN N
Lo I T TN i WO .. N
} fCting 5,66 L-Glicocol 5,97

| L-Titozina | 566 | L-Alanina 600
LSerina | 508 | LPolma | 630

| L-Fenilalanina | 548 | LHisidma 759
LTrptofn | 589 | Lilizima e
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Tabelul 1.5. Valorile punctului izoelectric pentru diferite proteide

Proteide pl Proteide pl
A . SRR LS. I Blgingeen, ). 5B ...
hCaizcjrhia i 46 Y - globulina serica &7
Ovalbumina | 46 | Hemoglobina | 69
Albuminaserica | 49 | | Mioglobina | 79
Ureaza | 50 | Chimotripsinogen | 05
nsulina | 3 54| CitocromC | s
| Miozina | 54 | Lizozim | 1o

Evident ca prezenta sarcinilor antipode pe segmentele distantate ale particulelor cre-
eaza conditii pentru o agregare rapida cu formarea agregatelor mari. Acest lucru favori-
zeazd precipitarea lor si la asemenea valori ale pH au o solubilitate mica. Astfel de
particularitate este caracteristica mai ales proteinelor globulare.

La valori mai mici sau mai mari de pl toate moleculele au aceeasi sarcina si, ca
rezultat, se resping una pe alta, agregarea fiind imposibila. Asadar, sarcina electrica e
un factor stabilizant al solutiilor coloidale. In solutii supraacide sau suprabazice
proteina nu va precipita chiar la fierbere, adica nici chiar atunci cind is1 va pierde
proprietatile hidrofile. Se stie ca un factor stabilizator al solutiilor coloidale e membrana
apoasa. Solubilitatea proteinelor e dependenta de hidratarea moleculara a lor, adica a
grupelor ionizate. Apa, jonctionindu-se de pe suprafata moleculelor si cuplindu-se sub o
forma de dipoli, formeaza membrana apoasa care impiedica aditia, fuzionarea particulelor
coloidale si in punctul pl.

Apa specific orientatd in jurul grupelor hidrofile € numitd apa legata $i se
caracterizeaza prin :

a) dispunere mai compactd, ce o apropie de un corp solid;

b) proprietati reduse de solvent;

¢) nu ingheatd la temperaturi joase;

d) constanta diclectrica este egala cu 2,8, pe cind la apa obignuita este de § (constan-
ta diclectrica este forta de atractie a ionilor incarcati opus). Prin urmare, factorii
stabilizatori ai sistemului coloidal sunt sarcina electrica si membrana apoasa.

Precipitarea si denaturarea proteinelor

Pentru aplicarea acestor proprietéti ale moleculei proteice e necesar de a o lipsi
anume de stabilizatori. Metodele sunt diferite. in medicina ele sunt folosite pentru
caracteristica cantitativa si calitativa a proteinelor, din componenti biologici: urina, singe,
exudat etc.

Inliturarea sarcinii electrice se efectueazi prin aducerea proteinei la starea pI. Daci
drept ion de precipitatie se foloseste cationul, precipitarea e mai favorabila in solutie slab
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alcalina; daca e folosit anionul, atunci solutia trebuie sa fie putin acida — pentru a aduce
particulele coloidale n starea electroneutra.

Membrana apoasa poate fi inlaturatd cu ajutorul dehidratantilor (alcool, acetona). Ultimii
leaga apa. Dehidratantii au o constanta dielectrica mica, micsorind-o i pe cea a solutiel. In
consecintd, ei maresc atragerea intre doud sarcini antipod, creind astfel conditii pentru
formarea perechilor de ioni ce favorizeaza agregarea proteinelor.

Corpurile proteice constituie o conformatie nativa si poseda anumite calititi fizico-
chimice si biologice in conditii normale ale T, pH etc. Conformatiile sunt extrem de
fragile siugor perturbabile sub actiunea multor agenti, care afecteaza interactiunile covalente
din continutul moleculei. Modificarile conformatiei native unice se numeste
denaturare, iar agentii care o provoaca — agenfi denaturanfi. Denaturarea ¢ o
particularitate a proteinelor.

La denaturare sunt lezate legaturile necovalente; agentii denaturanti nu afectea-
za legaturile covalente, nu sunt lezate nici jonctiunile peptidice, nu se elimina ami-
noacizi. Structura primara a proteinei ramine neafectata.

Trasaturile caracteristice ale proteinei denaturate:

1) pierderea sau micsorarea activitatii biologice;

2) micsorarea solubilitatii;

3) schimbarea formei si marimii moleculelor;

4) modificarea caracterului dispersiunii razelor Roentghen;

5) cresterea reactibilitatii unor grupe (SH);

6) aparitia unor grupe functionale anterior nedeterminate;

7) pierderea capacitatii de a se cristaliza;

8) scaderea capacitatii de rezistenta la hidroliza;

9) capacitatea sporita de a da reactii de culoare;

10) micsorarea mobilitatii electrice.

Denaturarea este provocata de diferiti agenti: temperatura inalta, saruri ale metalelor
grele care in concentratii mici produc denaturarea, coagularea proteinei. Proteina coa-
gulata din solutie se leaga si se precipita cu factorul nociv. Fenomenul e utilizat in practica
medicala. La intoxicatie cu sublimat bolnavului i se administreaza lapte, ovalbumina in
cantitati mari. Proteina formeaza, in ansamblu cu substantele toxice, un precipitat ce
micsoreazi absorbtia lui. In unele conditii proteina denaturati poate rimine in solutie,
daca aceasta este acida sau alcalina, chiar si la temperatura de 100°C. Precipitatul va
apdrea la neutralizarea solutiei.

La o actiune de scurta durata si la eliminarea rapida a agentului denaturant e posibila
renaturarea proteinei cu restabilirea activitatii ei biologice. Denaturarea e ireversibila
atunci cind se rup legaturile chimice, in special cele disulfidice inter- si intracatenare.

In procesul de sterilizare are loc denaturarea termica si, in consecinta, insuficienta de
timp sau de t° duce la generarea si raspindirea microbului etc.

Multe proteine nu se denatureaza la sublimare (liofilizare). Totusi, uncle enzime isi
diminueaza activitatea. E necesar si stim ca exista substante ce pot impiedica denaturarea,
stanume: solutia de glucide simpla saturata, alcooli multiatomi (glicerina), unii anioni
organici (dodecilsulfat, unii acizi grasi) etc. Pentru a evita denaturarea proteinele se izo-
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leaza. Ele se pastreaza la rece, in solutii concentrate de séruri §i la un pH anumit.

Metodele de identificare a proteinelor. Problema elucidarii complete a
structurii macromoleculare a proteinelor este una dintre cele mai actuale $1 de o
incontestabild importanta teoretica si practica. Pentru determinarea masei moleculare
proteice pot f1 utilizate urmatoarele metode: marimea presiunii osmotice, constanta
ultracentrifugarii (proteinele sedimenteaza in raport cu marimea $i masa lor); metoda
difuziuni luminii (intensitatea difuziunii e dependenta de numarul particulelor si de masa
lor moleculard); marimea difractiei razelor Roentghen, microscopia electronica; continutul
unor elemente (in Hb concentratia Fe este egala cu 0,34%), care se contin in cantitati
mici (in albumina serica concentratia triptofanului e de 0,58%).

Masa moleculari Masa atomului x 100

minimd a protemei Cantitatea elementului in %

Masa moleculara 204 x 100

Masa moleculard  _ _56x100 _ 16470 Da
a hemoglobinei (Fe) 0,34

Stabilirea structurii unei proteine incepe cu izolarea si purificarea ei, determinarea
masei moleculare, identificarea calitativa §i cantitativa a aminoacizilor componenti, modului
lor de legare, secventa aminoacizilor, in fine, cu orientarea tridimensionala a
macromoleculelor.

1. Proteinele se separa de celelalte componente prin dializa, utilizindu-se membrane
semipermeabile. Pentru accelerarea procesului se aplica electroliza — electrodializa.

2. Solutiile proteice se purifica, diferentiindu-se dupa marime i forma prin filtrarea cu
geluri speciale care functioneaza ca site moleculare — moleculele de marimi mici se
repartizeaza intre faze, iar cele mai mari nu patrund in faza internd. Moleculele asimetrice
pot sa nu patrunda In faza internd. (Granulele porozitate de gel sunt suspendate intr-o
solutie, formind 2 faze - una interni — in granule, si alta externd — in afara lor). In cazuri
aparte la purificarea unor enzime se pot utiliza si alte metode. Se observa afinitatea lor cu
diversi ioni, grupe functionale — cromatografia de afinitate (fig.1.15 a,b,c).

a) Cromatografia prin schimbatori de ioni este bazata pe distingerea semnului 1
sarcinii electrice la pH-ul dat. Coloana matrice prezintd un polimer sintetic ce contine
grupari fixate. La legarea gruparilor anionice matricea este schimbatoare de cationi, 1ar
la fixarea gruparilor cationice —schimbatoare de anioni. Afinitatea proteinei pentru
grupdrile fixate in coloand este influentaté de pH (starea ionizantd a moleculei) si de
concentratia ionilor salini din mediul respectiv. Separarea poate fi optimizata prin
schimbarea succesiva a pH-Iui si /sau a concentratiei saline a fazei mobile.

b) Gel - filtrarea separa proteinele in dependenta de dimensiuni. Matricea coloanei
prezintd un polimer fixat ce contine pori cu anurmite marimi. Proteinele mari migreaza mai
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Granule polimerice cu
grupiri functionale
incdrcate negativ

Amestecul proteic este adaugat in
coloana ce confine schimbdtori de
cationi

b)

Granule
polimerice
cu pori

Amestecul proteic este adiugat
in coloana ce contine polimer
cu legdturi transversale

Wi i

1 4 4 5 8
Moleculele proteice se separd in dependenfi de
dimensiune: moleculele mai mari trec mai liber

§i apar in fractiile timpurii

a)

Proteinele trec prin
coloand la rata
determinata de sarcina
lor la pH-ul dat.
Proteinele cu sarcina
negativd trec mai
repede §i sunt eluate
mai rapid

©)

Amestecul proteic
este addugat in
coloana ce contine
un ligand fixat la
polimer, specific
pentru proteina ce
prezintd interes

Proteina ce prezintd interes §
este eluatd cu ajutorul solutiei "
ce contine ligand liber

ax

Proteinele nedorite
sunt spdlate din
coloani

Figura 1.15. Metode cromatografice utilizate pentru purificarea proteinelor:
a) cromatografia prin schimbatori de ioni; b) gel-filtrarea; ¢) cromatografia de afinitate
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rapid decit cele mici (nu patrund 1n porii granulelor). Proteinele mai mici intrd in pori,
sunt retinute, avind o cale mai lunga de traversat.

c¢) Cromatografia de afinitate separa proteinele in dependenta de specificitatea lor
de legare. Proteinele retinute in matrice sunt fixate specific de liganzi prin legéturi
transversale (termenul «ligand» se refera la o grupa sau o molecula care se leaga de
macromolecule de tip proteic). Dupa eluarea proteinelor nefixate in coloand, proteina
legata de interes particular este eluata prin intermediul unei solutii ce contine ligand liber.

In stiinta contemporana este pe larg utilizata metoda elecroforezei (fig 1.16a). Diferite
probe sunt introduse in rezervoarele ce contin gel de poliacrilamida. Proteinele trec in
gel, unde este aplicat un cimp electric. Dupa citeva ore de la efectuarea elecroforezei,
proteinele pot fi vizualizate prin tratarea gelului cu diferiti coloranti (albastru de metilen),
care se fixeaza de proteine, dar nu la gel. Fiecare banda din gel reprezinta o proteina
individuala. Proteinele mai mici migreaza mai rapid si sunt depistate mai departe de baza
gelului. In fuguri este ilustrati purificarea enzimei RNA polimeraza din E.coli. Prima
banda corespunde proteinelor prezente in extractul celular nativ.

Necesitatile stiintifice impun utilizarea elecroforezei cu cromatografia verticald sau
focalizarea izoelectrica— electroforeza bidimensionald.

In focalizarea izoelectrica (fig. 1,16 b), tehnica moderna permite separarea proteinelor
in dependenta de punctul lor izoelectric (tab.1.5).

pH @

Figura 1.16. Metode utilizate pentru purificarea proteinelor: a) electroforeza, b) focalizarea izoelectrici

Un gradient constant al pH-lui este stabilit in gel prin adausul amfolitilor potriviti (1).
Amestecul proteic este plasat intr-un rezervor in gelul la care se aplica un cimp electric
(2). Proteinele patrund in gel s1 migreaza pina ce fiecare atinge pH-ul echivalent pl propriu
(3). Amintim ca atunci cind pH este egal cu pl, sarcina neté a proteinei este egald cu
zero. In figura sunt aratate proteinele dupa coloratie, care sunt distribuite de-a lungul
gradientului pH-lui in dependenta de valoarea pl.

In electroforeza bidimensionala (fig.1.16¢) proteinele initial sunt separate prin
focalizarea izoelectricd intr-un gel cilindric. Apoi gelul este amplasat orizontal pe un alt
gel in forma de placd, unde proteinele sunt separate prin elecroforeza in gel de
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Figura 1.16. ¢ elecroforezi bidimensionali

poliacrilamidi. Separarea orizontala reflecta diferentele de pl, iar cea verticala — masa
moleculard. Utilizind aceasta tehnic, pot fi separate mai mult de o 1000 de diverse
proteine din E. coli.

Mobilitatea electroforetica a proteinei in gel de poliacrilamida poate fi utilizata $1in
determinarea masei moleculare (fig.1.17).

Proteinele standarde cu masa moleculara cunoscuta sunt supuse electroforezei. Aceste
proteine - marker (1.17a) pot fi utilizate pentru a estima masa moleculara a proteinelor
necunoscute.

In (1.17b) este redati dependenta logaritmului masei moleculare a proteinelor marker
versus migratiei relative la o electroforeza liniara. Graficul respectiv permite determinarea
masei moleculare a proteinei necunoscute. La moment sunt cunoscute metode mult mai
sofisticate de purificare si apreciere structurald a proteinelor.

Miozina 200,000

P-galactozidaza 116,250
Glicogen fosforilaza 97,400
Seralbumina 66,200 || =

Ovalbumina 45,000 :
Carbanhidraza 31,000

Inhibitorul tripsinei 21 500 || * !
Lizozimul 14,400

log M,

®

Figura 1.17. Estimarea masei moleculare

M, standard
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ENZIMELE

Istoria biochimiei este, in primul rind, istoria studierii enzimelor —celor mai distinctive
si specifice proteine cu proprietati catalitice.

Enzimologia e demult considerata o stiinta aparte si s-a dezvoltat efectiv in ultima
perioada de timp, dar inceputurile ei se atesta din primele decenii ale secolului al XIX-
lea.

Dacdin 1920 erau estimate 10-15 enzime prin observarea efectului actiunii lor,
astazi sunt caracterizate partial peste 2000 enzime, dintre care circa 500 au fost obtinute
sub forma unor preparate perfect purificate (unele cristaline) sistudiate din punctde
vedere fizico-chimic i biologic.

Manifestarile actiunii enzimelor (fermentatia, digestia) erau cunoscute de foarte mult
timp, dar explicatia mecanismului acestor procese complexe, rolul si locul enzimelor in
transformarile substantelor celulare ramineau neelucidate. Un sir de mecanisme sunt si
[nnaasumnncdeﬁnnﬁ

Definitia enzimei s-a conturat atunci cind s-a observatca in sistemele biologice
au loc procese catalitice survenite din extractele de orz germinal ce realizeaza hidroliza
amidonului. Cu ajutorul precipitarii repetate cu alcool etilic
s-a obtinut (1833) 0 pulbere alba — extrem de termolabild — diastaza (din greceste
didotabis - separare).

In penoada 1834-1837 savantul suedez J.Berzelius formuleaza conceptul de cataliza,
conform caruia un catalizator mareste vitezareactiilor chimice si rezultd la sfirgitul
lor nemodificat — cantitativ si calitativ. El sugereaza ca diferitele fenomene biologice
(fermentatia, digestia) pot fi explicate prin prezenta unor catalizatori biologici specifici
materiei vii. In 1860, L.Pasteur stabileste ci fermentarea zahdrului de drojdii in spirte
catalizatd de “fermenti organizati indispensabil de organismele implicate in procesele
fermentative”.

Aceasta concluzie era in contradictie cu postulatul lui J.Liebig, care considera ca
fermentul e solubil, fiind produs de celula vie si nu constituie celula propriu-zisa.

In anul 1877, W.Kuhne propune termenul enzimi (de la grecescul enzyme —“in
drojdii”) pentru atare grupa de substante. O fierbere aparenta cauzata de “ferment” (in
latind fervere — a fierbe), cu degajarea CO, in procesul fermentativ, caracterizeaza
aceste fenomene biologice.

Celebra disputa stiintificd Pasteur — Liebig a fost finalizata cu brio in 1897, de catre
H. si E.Buchner, care au demonstrat ca sucul celular al unei culturi de drojdii conserveaza
mtrmga activitate fermentativa, proprie acestui microorganism.

Tn ultimii ani ai sec. XIX, E.Fischer, efectuind studii asupra unor enzime hidrolitice, a
specificittii enzimelor, elaboreaza teoria interactiunii enzima-substrat. Aceasta teorie a
stimulat cercetarile in acest domeniu.

Epoca modernad incepe o datd cu izolarea, purificarea gi cristalizarea primelor enzime.
In 1926, J. Sumner a cristalizat ureaza si a determinat ca enzimele totalmente sunt de
naturd proteica. El inainteaza conceptul ¢ toate enzimele sunt proteine, dar savantul
german Richard Willstitter, o adevarata somitate in materie, confirma ca enzimele
sunt substante cu o greutate moleculard micd, iar  proteina depistata e o simpla murdarie.
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Mai tirziu, J.Northrop, impreuna cu colaboratorii sdi, cristalizeaza pepsina i tripsina,
confirmind astfel ¢a si ele sunt proteine. Asadar, natura proteica e stabilitd incontestabil.
S-au inceput studii intensive in acest domeniu, ce au dat rezultate remarcabile. Cu toate
acestea, o serie de intrebari, cum ar fi: de ce proteinele joaca rol de catalizatori; care
este cauza ca molecula enzimei e mult mai mare decit a substratului; de ce aminoacizii
nu poseda proprietati similare, dar unite in lant polipeptidic capéata proprietati catalitice;
in ce mod are loc reglarea activitatii enzimelor — toate asteapta raspunsuri explicite.

Ce sunt enzimele?

Enzimele sunt unitati functionale ale metabolismului celular. Actioneaza strict intr-o
anumita consecutivitate. Catalizeaza sute de reactii in lant, finalizind cu eliberarea
moleculelor din substante nutritive. Energia substantelor reagente trece dintr-o forma in
alta cu o eficacitate mare si se acumuleza in ATP ce esteutilizat in procesele vitale.Din
micile biomolecule se asambleaza macromoleculele celulei.

O grupa deosebita sunt enzimele reglatoare, care sesizeaza diferite semnale perfect
metabolice i, respectiv, isi modificd activitatea catalitica. Datorita acestor enzime in
celuld totul e coordonat: e garantat un echilibru armonios dintre procesele metabolice
necesare pentru mentinerea integritatii si, in final, a vietii celulelor, viabilitatii sistemului gi
al intregului organism.

Insuficienta sau lipsa completd a unuia sau a mai multor fermenti duce la aparitia
diferitelor afectiuni ereditare; diferite stéri patologice apar la o activitate excesiva a uneia
sau a mai multor enzime. Si o data cu elaborarea unui preparat medicamentos care ar
regla activitatea acestor enzime, vom trata eficient boala.

Enzimele joaca un rol important la stabilirea diagnosticului, determinind activitatea lor
in lichidul biologic. in industria chimic si alimentard evaluarea enzimelor este utilizati
pe larg. Enzimele au un rol aparte si in agricultura.

Structura enzimelor

Enzimele sunt proteine si poseda toate proprietatile fizico-chimice specifice acestor
macromolecule (solubilitate, proprietti osmotice, sarcind electrica netd, denaturare termica,
reactii chimice etc.). Activitatea lor e dependenti de pastrarea structurii native a proteinei.
Confirmérile experimentale ale acestui postulat sunt:

1. Distrugerea lantului polipeptidic prin fierbere in solutii acide sau prelucrarea lui cu
tripsina duce la pierderea activitatii catalitice. Pentru menfinerea ultimei e necesara pastrarea
structurii primare.

2. Modificarile in impachetarea lantului polipeptidic (incalzind proteina sau actionind
cu pH de valori extreme, cu agenti denaturanti) cauzeaza pierderea activittii catalitice,
ceea ce indica necesitatea mentinerii structurii secundare i tertiare a proteinei.

Masele moleculare ale enzimelor variaza in limite foarte largi. Ribonucleaza are o
masa moleculard egala cu 13700Da. Limita superioard este greu de definit. Numeroase
enzime sunt alcatuite numai din resturi de aminoacizi unite intre ele prin legaturi covalente,
peptidice $1 nu doar printr-un lant, ci prin mai multe lanturi polipeptidice.

Unele enzime sunt asociate cu compusi de mase moleculare mici, dializabili. Cind
acesti compusi organici sunt strins legati in structura enzimeli, ei poarta denumirea de
grupari prostetice, insd cind imbinarea lor este usor disociabila — coenzime.
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Acesti biocatalizatori se numesc holoenzime, iar componenta proteica— apoenzime.
Pentru totalitatea compusilor neproteici din structura heteroenzimelor se utilizeaza termenul
cofactor. In calitate de cofactori apar frecvent cationii unor metale si foarte rar unii
anioni. Un numdr relativ redus de cofactori, de coenzime in asociere cu diferite apoenzi-
me dau nastere unui numér foarte mare de heteroenzime. Se atesta sute de dehidrogenaze
cu coenzima NAD". Datorita legaturilor foarte slabe intre NAD™ i diverse apoenzime,
un numar mare pot actiona simultan intr-un compartiment celular, utilizind o cantitate
neinsemnata de coenzime. $11n aceste situatii este absolut necesar ca procesele de redu-
cere sa fie echilibrate cu reoxidarea lor.

Ce e comun §i ce e distinct la cataliza enzimatica si cea chimica?

Enzimele sunt catalizatori si respecta legile catalizei:

1. Enzimele accelereaza viteza reactiilor chimice posibile din punct de vedere
termodinamic, determinind o scadere a energiei de activare si conducind la instaurarea
mai rapida a starii de echilibru; accelereaza reactiile in ambele directii in mod identic
A == B.

In lipsa enzimei viteza (A — = B)e egala, de exemplu, cu 10 sec., reactia inversa
(A <— B)decurgein 10 sec.

Constanta acestei reactii este egala:

-4
C=Exﬂ=io—_=1oo
(Al ¢ 10®

In stare de echilibru concentratia substantei B este de 100 ori mai mare decit a
substantei A, chiar daci e prezenti sau nu enzima. In lipsa enzimei echilibrul se stabileste
timp de citeva ore, 1ar cu enzima — in citeva secunde. Enzimele accelereaza aparitia
echilibrului chimic in reactia catalizata.

2. Viteza reactiei creste de milioane de ori. De exemplu, reactia catalizata de
carbanhidrazd: CO,+H,0 == H,CO,

Fiecare molecula de enzima hidrateazd in 1 sec.- 10° molecule de CO, si, prin
urmare, viteza reactiei in prezenta enzimei creste de 107ori.

Efectul enzimelor e extraordinar in comparatie cu cel al catalizatorilor sintetici. Enzimele
se prezinta in concentratii extrem de mici la concentratii de substrat relativ mari. Eficienta
cataliticd a enzimei este net superioara celei inregistrate in cazul catalazei chimice,
exprimindu-se prin numarul de turnover — numarul de molecule ale substratului
transformat intr-un minut de o molecula de enzima.

3. La sfirsitul reactiilor chimice enzimele, la fel ca g1 catalizatorii, se regasesc, din
punct de vedere cantitativ si calitativ, intr-o stare chimica neschimbata, participind laun
nou act catalitic.

4. Enzimele sunt substante macromoleculare extrem de instabile, reactionind in conditii
optime numai la anumiti parametri - parametri optimi de actiune a enzimei — solutii apoase
diluate, pH valorii fiziologice, T anumita §i presiune adecvata.
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SPECIFICITATEA ENZIMELOR

Cea mai importanta prioritate a enzimelor e inalta lor specificitate de actiune -
atribut fundamental ce determina succesiunea reactiilor care favorizeaza calea metabolica.

Multitudinea formelor de manifestare a specificitatii poate fi incadrata in 2 categorii -
cea de reactie si de substrat.

1. Specificitatea de reactie este proprietatea de a cataliza un anumit tip de reactie
ce sta la baza clasificarii enzimelor. Enzimele proteolitice catalizeaza hidroliza legaturilor
peptidice:

0
“ ! ” 1
I-IzN—|CH—C—}—NI[—(EII—C-{—NH—(IZH—COOH + 2H,0 —=

R, R, R;
— HZN—(EH—COOH + HzN—(le—COOH + HoN— (le—COOH
RI R? R2

Multe enzime catalizeaza si hidrolizeaza legaturile esterice, reactia fiind asemanatoare.

Rl_(ﬁ_o_Rz + Hzo — Rl_ (|j_0 -+ Rz_ OH
(0] OH

Unele enzime au 2 zone distincte in structura lor proteica, fiecare responsabila
pentru un anumit tip de reactie specifica.

2. O enzima cu o anumita particularitate de reactie poate asigura transformarea
corespunzatoare a unui grup de substante inrudite chimic — specificitate relativa,
sau reactia se resfringe asupra unui substrat — specificitate absoluta. Drept exemplu
de specificitate absolutd pot servi anhidraza carbonica, ureaza, ultima reprezentind o
enzima ce catalizeaza urmatoarea reactie :

HzN—C = NH2 — Hzo - C02 —+ 2NH3
|.
0]

Specificitatea relativa se manifesta in diferite ipostaze:

a) poseda o arie larga, fata de numarul substraturilor (proteazele in functie de resturi
de aminoacizi: chimotripsina — legatura peptidica, formata de COOH a Phe, Tyr, Trp;
tripsina - de COOH ai Lys §1 Arg; trombina— de COOH ai Arg si NH, ai Gly);

b) formeaza o arie mai ingustd: alcool dehidrogenaza — dehidrogenaza un grup
de alcooli monohidroxilici cu un numar mic de atomi de C (specificitatea de grup),
adica se manifesta prin gruparea chimica:

ADH
R—CH,—OH =~ R— CH=0

¥ b &
NAD" NADH+H

ey



c)in lipazele digestive specificitatea coreleaza cu pozitia legaturii esterice intre
glicerind i acizii grasi:

?
|
CHZ_O_C_RI y 52 CHZ_OH
| Lipaza pancreatlc_ctl | s
CH-0—CO—R, 7~ CH—0—CO—R,
Y

CH,—O0—C—R; 2H,0 R;—COOH CH,—OH

|| R;—COOH

CH,—OH
Lipaza mtextlmla |

Stereospecificitatea de substrat si de reactie

Majoritatea biomoleculelor poseda un atom de C asimetric i, fiind chirali, pot exista
sub forma celor 2 enantiomeri. O enzima atacd numai un izomer — stereospecificitate:

a) In toate reactiile glicolitice enzima corespunzatoare actioneaza asupra esterilor
fosforici ai D-hexozelor si D-triozelor; se utilizeaza numai L-aminoacizii; in aceste cazuri
substratul optic activ se transforma in produs care poate fi sau nu optic;

b) cind substratul este inactiv optic, dar este produsul optic al reactiei, se considera
careactia este 0 “sinteza asimetrica”. Aceeasi situatic sc observa si in activitatea fumarazei,
SDH, LDH:

LDH
HC—~CH~CO0OH S H;C—C—COOH
| ;+ . |
OH NAD”™ NADH+ H" (@)
L-acid lactic Acid piruvic

c) enzimele catalizeaza transformdrile doara unui singur izomer - cis sau trans;

d) pentru a utiliza ambii antlpo;n optici, organismul dlspune de racemaze (epimera-
ze), care transformd un izomer in altul:

D-alanina —= L -alanina

Utilizindu-se substraturi marcate cu izotopi radioactivi, s-a constatat ¢a unele
enzime sunt capabile sa diferentieze dou grupe chimice identice.

Glicerol kinaza fosforileaza asimetric glicerolul, esterificind aceeasi grupa de alcool
primar:

ICH,—OH . ! $H2— OH

| — --—;\—)-—
2CH—OH N 2 (|:H—0H

| ATP  ADP 2"
3CH, OH 3CH,—0—PO0;

wBP s




Enzimelor le sunt proprii manifestari absolut specifice, anumite substraturi. Ele
accelereaza diverse reactii chimice, fard formarea produselor auxiliare. Moleculele
substratului trebuie sa posede anumite particularitati structurale de baza:

a) substratul contine o legaturd chimica specifica pe care enzima o scindeaza;

b) substratul trebuie sd posede o anumita grupa functionala, grupa de legatura,
care jonctioneaza cu enzima si orienteazi moleculele substratului in-centrul activ. Cu
alte cuvinte, legatura chimica a substratului trebuie sd ocupe o pozitie adecvata fata de
grupa catalitica a enzimei.

Ce mecanism de accelerare a vitezei reactiei chimice poseda enzimele?

Pentru a patrunde acest mecanism, e necesara congtientizarea unor notiuni ca: ener-
gia de activare exprimata in calorii, energie necesara tuturor moleculelor unui mol de
substantd, care la o anumita temperatura si atinga starea de tranzitie corespunzatoare
apexului barierei energetice. Factorul ce asigurd desfasurarea reactiilor in organismele
vii la T°C interna constanta este delimitarea la valori minime a energiei de activare.
Viteza reactiilor e dependenta de diferenta valorilor de energie libera (AG) pentru starea
A (s) sicomplexul de tranzitie. Ea este egala cu: AG = Gst - Gs. Se mai numeste energie
libera de activare — Gibbs.

Viteza reactiilor e proportionalda cu numarul de molecule, a caror energie libera
este egala sau mai mare decit AG. O daté cu cresterea T, numarul moleculelor sporeste
de 2 orila 10° C. Enzimele accelereaza viteza reactiilor chimice (VRC), micsorind bariera
de activare, si reactia decurge dupa alt mecanism, ce se caracterizeaza printr-o energie
de tranzitie mult mai mica (fig.1.15).

Formarea si scindarea legaturii chimice de enzima e precedata de formarea
complexului enzima-substrat [CES]. Substratul e fixat de o zona restrinsa in
enzima, specifica, denumita “centrul activ” al enzimei. Asadar, centrul activ (CA)
e o imbinare in timp si spatiu a anumitelor grupe functionale, ce intrda in
legdtura cu moleculele substratului si determind activitatea catalitica a enzimei.

Dispunem de numeroase
ir?vestlfga‘,m experimentale Cc. G Starea de tranzitie fard enzima
vizeazd formarea complexului Sttt CoE T —
enzzma—su@sfrqf (CES): ‘ 5GS |- |

1.Investigatii demonstrative 2 | AGP ~S
prin intermediul microscopiei 10
electronice si al analizei

- Starea de-tranzitie lin— — —

4 prezentg enzimei | _IAGOE

roemgenosm_lcmrale' o . S | H—
2.Formarea CES e insotitd [ L e ,I, IAGU
de modificarile fizice ale p Stareafinali

enzimelor: solubilitate,
termolabilitate. Durata reactiei

3. Se modifica si caracteris-

tica spectroscopici 5 in Figura 115, Diagram_a ce reprezinta energia libera de
P .p iy d:d C activare in reactiile chimice: S-substrat A; P-produs final B;
componenta enzZimel INtra grupe g5 si EP- compusi intermediari,AGo - energia de reactie

prostetice colorante. standard S

.



4. Adecvata e 5i metoda rezonantei electronice de spin (RES) sau rezonanta magnetica
nucleara (RMN).

5.Laformarea CES se manifesti un grad mare de stereospecificitate (D -
aminoacizii nu pot servi ca substraturi, nu se leaga cu enzima). Zona de legituri are o
forma geometrica bine conturata (fig.1.16).

6. Uneori afinitatea mare a enzimei cu
substratul A (in lipsa B) inlesneste stabilirea
complexului EA.

7. La concentratia constanti a enzimei
viteza reactiei sporeste o datd cu mdrirea
concentratiei de substrat, ajungind la viteza
maxima.

In 1913, L Michaelis a explicat notiunea
de vitezd maxima a reactiei fermentative fata
de formarea CES. Concluzia ci viteza
reactiei devine maxima la concentratia mare
a substratului, in conditiile in care acesta
ocupa toate centrele active ale enzimei, e o -
argumentare inradacinati demult siodovadi F ig.ura 1.1.6. F:'.x.rar_ea .subsrmtufui in centrul
concludentd a functiondrii complexului " @ chimotripsinei
enzima-substrat.

Unele particularitati ale centrului activ (CA)

Centrul activ este alcatuit dintr-un “centru de legare” siun “centru catalitic”. Mai
exact, in centrul activ unele grupari (sau resturi ale aminoacizilor) sunt implicate in
legarea substratului, altele asigura cataliza propriu-zisd, fiind “intercalate” ca grupe
catalitice.

Enzimele conferd o varietate structurali destul de mare, la fel de vaste sunt
specificitatea si mecanismul actiunii catalitice. S1, totusi, rezultd unele concluzii generale,
referitoare la proprietitile lor:

1. CA ocupa o parte relativ mica din
volumul enzimei §i majoritatea din restul
aminoacizilor moleculei de enzimi nu > e
contacteazi cu substratul. E o enigma re o
solicitarea unor dimensiuni atit de mari de
catre enzime.

2. CA eostructura tridimensionald (nue sy
doar punct, linie sau plan) — structuri
complexd, la formarea cdreia participa
grupe ale diferitelor resturi de aminoacizi
(exemplu: in structura lizozimului, din cei 129
de aminoacizi radicalii aminoacizilor din
secventa liniard — 35,52,62,63,101 participa
la formarea CA). Centrele active ale unor Figura 1.17. Centrul activ al chimotripsinei
enzime sunt redate in figurile 1.17-1.18.
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3. Substratul relativ slab se leaga cu
enzima. Energia liberd a interactiunii e de
3-12kcal/mol. Forta legaturilor covalente
nu deviaza de la limitele 50-110 kcal/mol.

4.CA are formd de “adinciturd” sau
“cavitate” (sant, despicatura), unde apa n-
are acces, cu exceptia daca aceasta servegte
drept reagent al reactiei. Aceasta cavitate

contine citiva aminoacizi polari ce exercita X . i ; '%&’
legarea si cataliza. Regiunea CA are un  ¢c b= s 7 1A

; o ec < 4
caracter nepolar ce favorizeaza fixarea g g mm‘é#

substratului. De mentionat ca forma CA
creeaza un microspatiu, in care resturile  Figura 1.18. Centrul activ al elastazei

polare capatd Insusiri deosebite, necesare

pentru cataliza.

5. Fixarea specificd e dependenta de

pozitia bine determinata a atomilor in CA.

Substratul patrunde in CA, cu conditia @ * % -

similitudinii de forma. In 1890, Emil Fischer ;

a elaborat modeh‘l\l “clasic” al structurii fﬁ;‘;‘i : (}:;) f,z; s ;‘:{'}g"ﬁfjﬁ; L
spatiale a CA 1in raport cu structura

substratului. Anume acest principiu— “lacat

- cheie” —a contribuit cu succes la evolutia conceptului catalizei stereospecifice
(fig.1.19).

In ultimii ani ins s-a constatat ¢ centrul activ nu e o structurd rigida cum presupunea
E.Fischer, ci se modifica la fixarea substratului. Modelul dinamic, propus de D. Koshland,
presupune o flexibilitate a zonei de cazare a CA in enzima libera. CA este preformat,
ceea ce denota ca are o conformatie spatiala putin diferitd de cea necesara fixarii
substratului. Substratul induce o
“modificare conformationald” a zonei
CA, realizind o configuratie optima
fixarii (fig.1.19a).

Unele enzime fixeaza substratul in
forma lor tensionatd, ce
corespunde starii de tranzitie.

Din punct de vedere
termodinamic, situarea cea mai
potrivitd a substratului in raport cu
enzima reduce laminim gradele de libertate ale translarii si rotatiei substratului, ii micgoreaza
entropia, ceea ce favorizeaza obtinerea efectiva a starii de tranzitie st motiveaza in mare
parte scaderea cnergiei de activare a reactiei catalizate enzimatic.

E incontestabil faptul ca flexibilitatea structurii enzimei determind prezenta substratului
in sfera de actiune a grupelor catalitice si iesirea produsului din acest sistem.

Figura 1.19a. Modificarile conformationale in molecula
enzimei la fixarea substratului (modelul D.Koshland)

-065 -



Unele enzime induc o perturbatie a electronilor pe substrat, amplificind cu mult viteza
catalizei (carboxipeptidaza).

Exista o varietate mare de factori ce influenteaza viteza reactiilor fermentative
s1 determina activitatea cataliticd a enzimelor:

1. Concentratia fermentului:

a) in conditii standard, 2 molecule de enzime intr-o anumita perioada de timp vor
cataliza de 2 ori mai multe molecule de substrat decit o moleculd de enzima V =R[E] —
orelatie strict proportionald. La marirea concentratiei de enzima se observa devieri de la
relatiile strict liniare — devieri imaginare ce tin de metoda de studiu;

b) in prezenta mai multor enzime, viteza va fi limitata de concentratia uneia dintre ele;

¢) o datd cu sporirea concentratiei enzimeli, viteza unei reactii complexe se va micsora
in cazul in care coenzima practic va filegatd de o enzima inaccesibila pentru celelalte;

d) adaosurile toxice pot fixa enzima. Numai dupa legarea lor, enzima va deveni apta
pentru activitate.

2. Concentratia substratului. Concentratia enzimei din tesuturi suporta variatii mici
in timp (cu exceptia enzimelor “inductibile”), astfel incit ea poate fi consideratd
constanta.

In schimb, concentratia substratului poate varia destul de mult conform starii
metabolice a tesutului. Dependenta vitezei reactiilor de concentratia substratului constituie
aspectul cel mai important al cineticii
enzimatice (fig.1.20). V,(uM/min)

Reprezentarea grafica reflectd o VinalS] N
curba cu afinitdti de hiperbola.
Explicarea ei se datoreaza lui
L.Michaelis st M.Menten. K, este
egala cu concentratia substratului
pentru care V  prezintd o jumatate
din V. Exprimarea K, se facein
unitati de concentratie si se deduce
din presupunerea de baza precum ca
factorul-limita al vitezei reactiilor
fermentative este scindarea
C(?mp]exmm ESin PR odus ‘$i enzima. Figura 1.20. Fariatiile vitezei reactiilor enzfma!i;;;
Fiecare enzima in parte are valoarea Sfunctie de concentratia substratului
K,, pentru substratul dat. Unele
enzime (catalaza, carbanhidraza) cer cantitati relativ mari de
substrat pentru a atinge viteza egala cu V ; altele (hexokinaza) VoalS]
ating marimea data la concentratii mici de substrat. g

In conditiile de mediu al celulei, enzima nu-i saturati cu Ky + 18]
substratsinu functioneazdcuV__ Modificind concentratia
substratului, ¢ posibila, in anumita mésura, reglarea proceselor oxidative din celula.

3. pH optim al fiecarei enzime, ce genereaza o actiune maxima a ei, nu coincide
~ obligatoriu cu valorile pH caracteristice mediului intracelular al enzimei.

Ecuatia lui Michaelis-Menten.
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Marind sau micsorind pH-ul mediului,
se poate regla activitatea cataliticd a
enzimelor. Acest optim pH e dependent de
gradul de ionizare a grupelor functionale, al
afinitatii enzimei cu substratul si stabilitatii el
(fig.1.21).

Tonii H* s1 OH" au un efect denaturant
asupra enzimelor — rup legaturile, ce
determina structura tertiard. Daca in CA al
enzimelorse afla grupdri ionizabile, acide
sau bazice, acestea interactioneaza direct
cuionii H* si OH;, rezultind cregterea sau
scaderea gradului lor de disociere si
actionind ca adevarati inhibitori ai enzimelor
(amilaza in sucul gastric).

4. Influenta temperaturii (T) determina
stabilitatea si viteza de scindare a
complexului ES, influentind afinitatea enzimei
la substratul activator sau inhibitor. Cresterea
vitezei reactiei o datd cu cresterea
temperaturii este interpretata prin prisma
“energiei de activare”. Pentru fiecare enzima
se poate stabili o temperaturd optima,
viteza atingind valoarea maxima. Cresterea
temperaturii cu 10°C pina la40°C dubleaza
in continuare viteza reactiel. Viteza scade
din cauza distructiei enzimei, 1ar temperatura
inactivatiei enzimei coincide cu punctul de
denaturare a proteinei (fig.1.22).
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Figura 1.21. Activitatea unor enzime in
dependenti de pH
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Figura 1.22. Efectul temperaturii asupra
activitdtii enzimelor
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