




Principi generali di enzimologia 

Le reazioni biologiche non avvengono (quasi) mai 
spontaneamente…   
…. ma dipendono dalla presenza di catalizzatori 
specifici, gli enzimi.  



ENZIMI 

Carne  
Secreti gastrici 

amido Saliva/ estratti vegetali 
Mono- e di-saccaridi 

Mono- e di-saccaridi etanolo 
Colture di lievito (fermenti) 

Carne digerita  

1850: Pasteur studiando la fermentazione dello zucchero, definisce il 
concetto di fermento inseparabile dalla cellula 

1897: Buchner dimostra che anche estratti di lievito, ovvero proteine 
estratte dalle cellule, mantengono l’attività enzimatica. 



•  Cofattori / Coenzimi (complesse molecole organiche)


•  Gruppo prostetico

•  Oloenzima / apoenzima (solo componente proteica)




COENZIMI & VITAMINE 



- Gli enzimi sono proteine …  con alcune remote eccezioni (ribozima), 
tuttavia la catalisi enzimatica richiede in genere cofattori non proteici 
(concetto di apoenzima) : 

 - cationi (Fe2+, Fe3+, Cu2+, Zn2+, Mg2+, Mn2+, K+, Ni2+, Mo, Se) 
 - coenzimi  (tiammina pirofosfato, biotina, ….). 

Eme è un gruppo prostetico, ma non deriva da vitamine   

I GRUPPI PROSTETICI DI MOLTI ENZIMI DERIVANO DA VITAMINE 



VITAMINE  
(non tutte sono precursori di coenzimi) 



In molti enzimi la catalisi dipende da “coenzimi” non proteici 
posti all’interno del sito catalitico 

 Coenzima    gruppi trasferiti   precursore nella 
dieta 

biotina     CO2        biotina  

tiammina pirofosfato   aldeidi       Vitamina B1 

piridossal fosfato   gruppi amminici ,fosfato    piridossina (vit. B6) 

tetraidrofolato   gruppi formilici, metilici, metilenici acido folico 

acido lipoico   elettroni e gruppi acilici 

5-deossi cobalammina  atomi di H e gruppi alchilici  vitamina B12 

Flavin,adenin dinucleotide (FAD)   atomi di H     riboflavina (vit. B2) 

Nicotinamide,adenin dinucleotide (NAD) ione idruro         ac. nicotinico (niacina) 

Coenzima A         gruppi acilici      ac. Pantotenico 



gli enzimi manifestano nei confronti del substrato diversi gradi di specificita’ 

glucosio 
glucochinasi 

Glucosio 6-P glucosio 
Esochinasi (diversi isoenzimi) 

Glucosio 6-P 
mannosio mannosio 6-P 
fruttosio fruttosio 6-P 

-  alcuni enzimi catalizzano la stessa reazione (isoenzimi) 
   -splicing alternativi 
   - geni diversi 



CLASSIFICAZIONE




Gli enzimi sono classificati in base alle reazioni che catalizzano 

Numero  Classe   Tipo di reazione catalizzata 

1.     ossidoreduttasi  trasferimento di elettroni (ioni idruro o atomi di H) 

2.     transferasi   trasferimento di gruppi funzionali 

3.     idrolasi   reazioni di idrolisi (trasferimento di gruppi   
          funzionali all’acqua 

4.     liasi    addizione di gruppi funzionali a doppi legami 
               formazione di doppi legami 

5.     isomerasi   Trasferimento di gruppi all’interno di molecole 

6.      ligasi    formazione di legami C-C, C-S, C-O e C-N   
           mediante reazioni di condensazione accoppiate 
           alla scissione di ATP 



Alcol deidrogenasi 

Glucosio ossidasi 

Succinato 
deidrogenasi 

ESEMPI DI OSSIDOREDUTTASI 



Amminoransferasi (Transaminasi) 

Esochinasi/glucochinasi 

ESEMPI DI TRANSFERASI 



ESEMPI DI REAZIONI CATALIZZATE DA IDROLASI 

Acil-idrolasi

Esterasi

Peptidasi

Chimotripsina

Tripsina




Fumarasi  
(fumarato idratasi) 

ESEMPI DI  LIASI  
(addizione di gruppi a doppi legami) 



ESEMPI DI ISOMERASI 



ESEMPI DI LIGASI 



Enzima+substrato






Funzione di stato: Proprietà del sistema che dipende
 esclusivamente dallo stato termodinamico in cui questo si
 trova. 

Volume


Temperatura


Pressione


Energia interna


Entalpia


Entropia


Energia libera di Gibbs




Josiah Willard Gibbs

Newhaven 1839 - Newhaven 1903 
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La  legge di Gibbs, non considera la cinetica cui le 

trasformazioni avvengono (il ΔG è indipendente dalla 

cinetica della trasformazione). 

non è detto che una trasformazione chimica avvenga 

“spontaneamente”, anche se termodinamicamente 

favorita (ΔG<0) 

Perché? 



… perché per il substrato per poter essere trasformato in prodotto deve passare attraverso uno 
stato intermedio (lo stato di transizione) per raggiungere il quale occorre introdurre energia. 

Diagramma di coordinata di reazione non catalizzata


La reazione risulta essere scarsamente reversibile a causa della  
energia di attivazione 



Diagramma di coordinata di reazione non catalizzata


Variazione di energia libera proporzionale alla Keq

Energia di attivazione proporzionale alla V




I chimici superano il problema aumentando le temperatura, variando la 
pressione, usando anche solventi non acquosi e catalizzatori in genere 
metallici 
… e gli organismi viventi, che vivono in genere a 5-45°C e 1 atm ? 
usano particolari catalizzatori, gli enzimi 



Gli enzimi modificano la  
velocità delle reazioni, 

non gli equilibri 
S<====>P

Keq=[P]/[S]


ΔG’°= -RTln Keq 

Meccanismo d’ azione




DG°’ = -RT lnK’eq 



Che cosa rappresenta la costante di velocità K  
e perché differisce per ogni singola reazione? 

“In pratica” è un numero che fornisce informazioni sulla relativa facilità o 
difficoltà dello svolgersi di una reazione 

Concetto di energia di attivazione 
La cinetica di una reazione dipende invece dal ΔG fra lo stato di transizione 
e i reagenti. 

Relazione tra K ed energia di 
attivazione è inversa ed 

esponenziale!!!!! 

V=k(S1)(S2)




Incremento di velocità prodotto da enzimi 




?




Energia di legame


L’energia che si libera nella formazione  
Del complesso ES è la fonte principale  
di energia libera usata dall’ enzima per  

abbassare l’ energia di attivazione




E+S


ES


Teoria della “chiave-serratura”




Reazione non catalizzata




Formazione del complesso  ES-1




Formazione del complesso ES-2




ΔG 5,7kJ/mol porta ad un aumento di fattore 10 di k


Ciascun legame debole contribuisce per 4 e 30kJ/mol


Gli enzimi spesso instaurano con il substrato numerosi legami
 deboli fino a 60-100kJ/mole.


Relazione tra costante di velocita’ ed energia di reazione




Reazione multistep






CINETICA 
ENZIMATICA 

(come la misuriamo?)




EFFETTO [S]


- variabili!




E+S  <==>  ES  <==>  E+P
K1


K-1
 K-2


K2


1° step 
 
   2° step


Velocità 1° step  > Velocità 2° step 


Velocità complessiva dipende da [ES]


Al miscelamento di E con grandi quantità di S si stabilisce

 rapidamente un equilibrio (STATO STAZIONARIO)


Caratterizzato da  [ES]=costante


STEADY STATE




Cinetica dello stato stazionario




E+S  <==>  ES  <==>  E+P
K1


K-1


K2


EQUAZIONE DI MICHAELIS-MENTEN-1


Vo=K2[ES] 
 
 
 
[E]tot=[E]+[ES]


 
 
 
 
 
[S]tot=[S]


Velocità di formazione di ES:  K1([E]tot—[ES])[S]

Velocità di demolizione di ES:   K-1[ES]+K2[ES]



 
      allo stato stazionario


K1([E]tot—[ES])[S]= K-1[ES]+K2[ES]


        K1 ([E]tot[S]- K1 [ES][S]= [ES](K-1 +K2)


Difficile da
 misurare




EQUAZIONE DI MICHAELIS-MENTEN-2

K1 [E]tot[S]- K1 [ES][S]= [ES](K-1 +K2)

K1 [E]tot[S]= (K1 [S]+K-1 +K2) [ES]

[ES] = 
K1 [E]tot[S]

               K1 [S]+K-1 +K2


[ES] = 
 [E]tot[S]

             [S]+ (K-1 +K2 )/ K1 
 
Km


[ES] = 
 [E]tot[S] 
 
 
 Vo=K2[ES]

                    [S]+ Km

Vo = K2 [E]tot[S] 
 
Vo = Vmax[S]



   Km+ [S] 
 
 
 Km+ [S]


 





Per Vo = 1/2 Vmax


 
Km=[S]



     
          Km e Vmax 

parametri cinetici fondamentali


Vo = Vmax[S]


   Km+ [S] 





EFFETTO [S]




PLOT DEL DOPPIO RECIPROCO






CH3-CH2-OH CH3-CH=O 

Aldeide  
deidrogenasi 

Vasodilatazione, tossicità epatica ecc.. 

Mitocondriale 
bassa Km 

(alta affinità) 

citosolica 
alta Km 

(bassa affinità) 

CH3-COO- CH3-COO- 

NAD+ NADH + H+ 

Nei caucasici: sono espresse entrambe le isoforme 

Negli asiatici: solo la citosolica 

PERCHE’ ALCUNI “NON REGGONO” L’ALCOOL? 

Es.




AFFINITA’




Esochinasi:  Km< 100µM 

Glucochinasi:  Km 10mM 



Numero di turnover

Il numero di turnover è il numero di molecole

di substrato che vengono convertite in prodotto

nell’ unità di tempo.



Kcat =K  dello step limitante la velocità



 
Kcat= Vmax/[E]tot


 



 
Vo = Kcat[E]tot[S]


   
 
    Km+ [S] 
 
 
 





Numero di turnover di alcuni 
enzimi




Costante di specificità


    Kcat/Km 


Misura l’ efficienza catalitica 

di un enzima








Reazioni a due substrati-1




Reazioni a due substrati-2


Meccanismo a ping-pong




Formazione complesso ternario




Cinetica di reazione ping-pong






Inibizione competitiva




Inibizione incompetitiva




Inibizione non competitiva




Inibizione mista con alterazioni 
Kcat e legame S






V0=Vmax[S]/(αKm+[S]) 

α=1+[I]/Ki 

Cinetica - Inibizione competitiva




Cinetica-inibizione incompetitiva




Cinetica-Inibizione mista




Inibizione non competitiva




Inibizione irreversibile




acetilcolinesterasi 

Diisopropil fosfofluorurato  
(sarin, un gas nervino) 

Enzimi che posseggono –SH, come gliceraldeide 3-fosfato deidrogenasi 

MOLTI FARMACI E VELENI SONO INIBITORI 
 IRREVERSIBILI 





•  Diidrofolatoriduttasi //metotrexato


•  Timidina sintasi//fluorouracile




Relazione pH - attività 



