
przebieg reakcji

Dla reakcji:

αA + βB = γC + δD, 

● substraty A i B znajdujące się w roztworze 
wodnym są otoczone cząsteczkami wody 
(powłoczka hydratacyjna).

Poruszają się w różnych kierunkach cząsteczki te mogą 
przereagować tylko jeżeli zderzą się ze sobą w 
odpowiedniej orientacji – co następuje rzadko.

aspekty katalizy enzymatycznej



moc katalityczna

Enzymy nie zmieniają równowagi chemicznej reakcji tylko powodują jej przyspieszenie.
Równanie najprostszej reakcji enzymatycznej ma postać:

E + S ⇌ ES ⇌ EP ⇌ E +P

Bariera energetyczna pomiędzy S a P jest energią potrzebną do:

● przemieszczenia reagujących grup,  
● tworzenia przejściowych, 
● niestabilnych zmian ładunków cząsteczek, 
● rearanżacji wiązań i innych przemian niezbędnych do zajścia reakcji.

Wszystko to obrazuje pik na wykresie energii związanej z reakcją enzymatyczną

Wierzchołek tego piku  jest punktem w którym rozpad kompleksu z enzymem do S i E lub P i E jest 
równie prawdopodobne – punkt ten nazywamy stanem przejściowym.

Jest to stan energetyczny a nie żaden pośredni etap reakcji, czy związek pośredni – jest to płynny 
moment, w którym zrywanie wiązań, tworzenie wiązań czy przenoszenie ładunków dochodzi do 
takiego momentu, gdzie równie prawdopodobne jest uzyskanie S jak i P.

Różnica między energią (potencjałem) produktu i substratu to energia aktywacji ΔG‡ – energię tą 
można obniżyć poprzez dodanie katalizatora – enzymu

Katalizator zwiększa szybkość reakcji poprzez obniżenie energii aktywacj.

specyficzność enzymów

● Każdy enzym jest specyficzny w działaniu i katalizuje tylko jedną 
lub kilka powiązanych reakcji chemicznych.

● Specyficzność enzymów jest wynikiem unikalnej struktury i 
kształtu aktywnego miejsca, w którym substrat łączy się z 
enzymem. 

● Aktywne miejsce enzymu ma specyficzne grupy funkcyjne, które 
oddziałują z substratem i umożliwiają przeprowadzenie reakcji 
chemicznej.

● Specyficzność enzymów jest kluczowa dla utrzymania 
homeostazy organizmu, ponieważ każda reakcja musi być 
przeprowadzana z dokładnością i skutecznością.

● Specyficzność enzymów może być modyfikowana przez zmiany 
warunków fizycznych i chemicznych, takich jak pH, temperatura, 
ilość substratu i inhibitorów.

● Przykładem specyficzności substratowej są trzy proteazy: 
trypsyna, chymotrypsyna oraz elastaza – katalizują tę samą 
reakcję hydrolizy wiązania peptydowego, lecz dokonują tego na 
różnych odcinkach łańcucha polipeptydowego substratu.



regulacja aktywności enzymatycznej

To które reakcje chemiczne i z jaką szybkością zachodzą w 
organizmie można regulować na różne sposoby, aby zaspokoić 
potrzeby metaboliczne komórki. Nie wszystkie enzymy w 
organizmie człowieka są poddawane regulacji.

● Główne rodzaje regulacji aktywności enzymów: 
○ Regulacja allosteryczna: Aktywność enzymu jest 

kontrolowana przez wiązanie cząsteczki w innym miejscu 
niż miejsce aktywne enzymu. Wiązanie cząsteczki może 
aktywować lub hamować enzym.

○ Regulacja izosteryczna: Aktywność enzymu jest 
regulowana w miejscu aktywnym poprzez związanie 
określonych aktywatorów/inhibitorów reakcji 

○ Modyfikacja kowalencyjna: Aktywność enzymu jest 
kontrolowana przez dodanie lub usunięcie grupy 
chemicznej, takiej jak np. grupa fosforanowa, metylowa, 
ubikwitynowa. Te modyfikacje mogą aktywować lub 
hamować enzym. 

○ Proteolityczna aktywacja niektórych enzymów: 
proteolityczne odcięcie zbędnego fragmentu białkowego u 
niektórych enzymów powoduje jego aktywację.

● Reakcje chemiczne zachodzące w organizmie 
mogą być również regulowane poprzez kontrolę 
poziomu biosyntezy poszczególnych enzymów 
(operony, ryboprzełączniki, hormony, degradacja 
enzymów) 

● Występowanie izozymów o różnej aktywności 
enzymatycznej pozwala kontrolować szybkość 
niektórych reakcji chemicznych 

● Szybkość reakcji chemicznych w organizmie (i nie 
tylko) może być regulowana również poprzez 
zmiany stężeń substratów, stosunku stężeń 
substraty/produkty, zmiany dostępności 
kofaktorów, wartości pH, temperatury itd. 

kinetyka enzymów

● Kinetyka enzymatyczna zajmuje się badaniem przebiegu 
reakcji (przede wszystkim szybkości) biochemicznych z 
udziałem katalizatorów, którymi w tym przypadku są 
enzymy.

● Określenie kluczowych parametrów kinetycznych w 
różnych warunkach pozwala dowiedzieć się jak szybko 
działa enzym, jak mocno wiąże substraty aby stworzyć 
kompleks enzym-substrat (ES), który jest kluczowy dla 
katalizy, ale również jak bardzo specyficzny jest enzym w 
stosunku do struktury substratu i jak wpływają na jego 
działanie różne związki: inhibitory i aktywatory katalizy.

● Szybkość reakcji katalizowanej enzymatycznie zależy od 
szeregu czynników. Najważniejsze to:
○ Stężenie substratu/enzymu/produktu
○ Temperatura
○ pH środowiska
○ Obecność i stężenie kofaktorów
○ Obecność i stężenie aktywatorów
○ Obecność i stężenie inhibitorów

http://www.youtube.com/watch?v=ugjadLRqD20


kinetyka enzymów

∙ Enzymy mogą występować w wielu konformacjach, które 
różnią się właściwościami katalitycznymi i  których udział w 
całkowitej liczbie cząsteczek enzymu zmienia się w 
zależności od obecności substratu lub ligandów.
∙ Enzymy allosteryczne występują zazwyczaj jako oligomery 
i charakteryzują się sigmoidalną krzywą wysycenia 
substratem, co uniemożliwia opisanie ich równaniem M-M.
W przypadku enzymów allosterycznych wydajność 
wiązania substratu wzrasta wraz ze wzrostem [A], 
ponieważ wolny enzym występuje w „słabo-wiążącej” 
konformacji i zostaje przekształcony w „silnie-wiążącą” 
pod wpływem połączenia z A.
∙ Oczywiście może do tego dojść tylko przy wysokim 
stężeniu A, przy braku wolnych miejsc do jego wiązania 
siła wiązania ponownie spada, zatem powinowactwo 
enzymów allosterycznych nie jest stałe i zależy od typu i  
stężenia ligandu
∙ Enzymu izosteryczne występują tylko w jednej formie i 
wydajność wiązania substratu wzrasta stale wraz z 
wzrastającym [A], ponieważ liczba wolnych cząsteczek 
enzymu sukcesywnie  maleje.
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szybkość reakcji

Równanie Arrheniusa
równanie, podane przez szwedzkiego chemika Svantego 
Arrheniusa, wyrażające zależność stałej szybkości reakcji od 
temperatury.

Stała szybkości k zależy od:

● częstotliwości zderzeń między cząsteczkami (A),
● temperatury (T),
● energii aktywacji(Ea) reakcji chemicznej. 

Enzymy zatem obniżając energię aktywacji reakcji wpływają 
bezpośrednio na stałą szybkości reakcji podwyższając ją.



przebieg reakcji enzymatycznej

 Na całkowitą szybkość takiej reakcji wpływać będą 
wszystkie jej poszczególne procesy:

● szybkość tworzenia się kompleksu ES jak również 
szybkość rozpadu kompleksu ES w kierunku 
substratów

● szybkość rozpadu kompleksu ES w kierunku 
produktów 

Oczywiście stopień w jakim dany proces będzie wpływać na 
całkowitą szybkość reakcji nie jest taki sam i zależy od 
szybkości danego procesu (np. proces rozpadu ES z 
powrotem do substratów może być często zdecydowanie 
wolniejszy niż proces tworzenia kompleksu ES). 
Co więcej, szybkość reakcji jest najbardziej ograniczana i 
stąd też limitowana przez jej najwolniejszy etap.

Równanie szybkości tworzenia się produktów wyglądać 
będzie następująco:

przebieg reakcji enzymatycznej



model Michaelis-Menten

















Inhibicja

Biologiczne zahamowanie lub opóźnienie procesu enzymatycznego w organizmie.

Podstawowe typy inhibicji:

∙ allosteryczna

∙ kompetycyjna

∙ niekompetycyjna

Szczególnym przypadkiem są inhibitory akompetycyjne, które obniżają zarówno Vmax 
jak i Km. 
Ich działanie polega na wiązaniu się do kompleksu enzym-substrat.



Inhibicja kompetycyjna

∙ kompetycyjne
Hamowanie kompetycyjne, inhibicja konkurencyjna – 
współzawodniczenie inhibitora z substratem o miejsce aktywne 
enzymu. Przy dużych stężeniach substratu inhibitor zostaje 
wyparty.
Substrat i inhibitor konkurują o miejsce katalityczne (aktywne) 
w taki sposób, że zwiększenie stężenia jednego z nich 
powoduje przesunięcie szybkości reakcji na jego korzyść. Jeśli 
stężenie substratu będzie przewyższać stężenie inhibitora, to 
szybkość reakcji zmniejszy się nieznacznie albo w ogóle nie 
ulegnie zmianie. Jeśli przeważać będzie ilość inhibitora w 
roztworze, to katalizowana reakcja ulegnie zahamowaniu. W 
przypadku inhibicji kompetycyjnej powinowactwo enzymu do 
substratu się zmniejsza (stała Michaelisa rośnie).
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Inhibicja kompetyncyjna

Wiąże się z bezpośrednim oddziaływaniem w 
obszarze miejsca aktywnego.
Analogi substratów i analogi stanu 
przejściowego mają właściwości zbliżone do 
substratu, są wiązane przez enzym, ale nie 
zamieniane w produkt, przez co blokują 
miejsce aktywne, potrzebne jest zwiększenie 
stężenia substratu aby osiągnąć prędkość 
maksymalną więc Km rośnie, natomiast 
sama wartość Vmax się nie zmienia. 
Przez to że inhibitory te konkurują z 
substratem o miejsce aktywne, zwiększenie 
stężenia substratu pozwala na usunięcie 
inhibitora z centrum aktywnego
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Inhibicja niekompetycyjna

∙ niekompetycyjna
Inhibitor niekompetycyjny wiąże się w zupełnie innym miejscu 
enzymu niż centrum aktywne i centrum allosteryczne. Jeśli 
inhibitorem jest duża cząsteczka, zachodzi sytuacja, w której 
cząsteczka ta wiąże się do domeny białka zawierającej 
centrum aktywne. Wiązanie to nie wpływa na strukturę części 
enzymatycznej białka, ale zasłania wejście do centrum 
aktywnego, przez co enzym jest nieaktywny. W przypadku 
kiedy inhibitor przyłączy się tak, że będzie zasłaniał centrum 
tylko częściowo lub w ogóle, reakcja będzie zachodziła, 
jednakże wolniej.
Inhibitory niekompetycyjne nieodwracalne nie wykazują 
strukturalnego podobieństwa do substratu, zwiększenie 
stężenia substratu na ogół nie zmniejsza hamowania.
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Inhibicja niekompetycyjna

Gdy inhibitor oddziaływuje z ważnym dla 
katalizy elementem/grupą funkcyjną 
powoduje on zmniejszenie ilości 
funkcjonalnego enzymu w środowisku.

Wyróżniamy:

∙ inhibitory odwracalne modyfikujące 
enzym,

∙ inhibitory nieodwracalne, samobójcze 
powodujące trwałą deaktywację enzymu.

W tym przypadku Km pozostaje 
niezmienione a Vmax zmniejsza się.
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Inhibicja allosteryczna

∙ allosteryczna
Obniżenie aktywności katalitycznej enzymu w 
wyniku zmiany jego konformacji spowodowanej 
przyłączeniem się inhibitora do innego miejsca 
niż miejsce aktywne. W związku z brakiem 
współzawodnictwa substratu i inhibitora o 
miejsce aktywne, zwiększenie stężenia substratu 
nie może przezwyciężyć inhibicji. Inhibitor 
znacznie zmniejsza liczbę obrotów enzymu, nie 
ma wpływu na liczbę cząsteczek enzymu 
wiążących substrat.
W przypadku inhibicji allosterycznej obserwuje 
się brak zmiany wartości stałej Michaelisa (gdyż 
miejsc wiążących na enzymie dostępnych dla 
substratu jest tyle samo), przy jednoczesnym 
pomniejszeniu wartości szybkości maksymalnej 
(z powodu działania inhibitora, zmniejszającego 
szybkość reakcji katalizowanej przez enzym).
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Inhibicja | podsumowanie

∙ Aktywność enzymu można linearyzować także w postaci wykresu Eadie-Hofstee’a na którym na jednej osi umieszczamy v a na drugiej v/[A]. 
Vmax odpowiada punktowi przecięcia z osią Y, punkt przecięcia z osią X to Vmax/Km, natomiast nachylenie wykresu to Km
Na tym wykresie dość łatwo rozróżnić z jakim typem inhibicji mamy do czynienia
∙ Inhibicja kompetycyjna: Vmax pozostaje bez zmian, rośnie Km. 
Wykresy z inhibitorem i bez spotykają się w wartości Vmax
∙ Wykres dla inhibitora niekompetycyjnego jest równoległy do oryginalnego, co oznacza, że Km się nie zmienia, jednak Vmax znacząco spada.
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Image modified from "Enzymes: Figure 3," by OpenStax College, Biology (CC BY 3.0).

Metody pomiaru aktywności
Metody instrumentalne:
○ spektrometryczne
■ UV/Vis
■ Pomiar zmętnienia
■ Fluorescencja
■ Pomiar emisji światła

○ elektrochemiczne
■ pH
■ potencjometria

○ znakowanie radioaktywne

http://cnx.org/contents/185cbf87-c72e-48f5-b51e-f14f21b5eabd@9.85:32/Enzymes
http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/


Kryteria doboru metody
UV/Vis

○ Badane substancje muszą być mierzalne w zakresie dynamicznym.
○ Łatwość zastosowania.
○ Stosowalność do oznaczenia:

■ białek 
■ kwasów nukleinowych
■ metabolitów
■ pomiary czasowe
■ oznaczanie oddziaływań
■ analiza konformacyjna

○ Koszt



(a) Spektrofotometr z filtrem.
(b) Spektrofotometr UV/Vis.

(c) Spektrofotometr z podwójną wiązką.

Kryteria podstawowe pomiarów enzymatycznych
Warunki fizykochemiczne:
○ roztwory i siła jonowa
○ pH
○ punkt izoelektryczny
○ temperatura

Aspekty molekularne:
○ substraty
○ kofaktory



Kryteria doboru metody
UV/Vis

○ Badane substancje muszą być mierzalne w zakresie dynamicznym.
○ Łatwość zastosowania.
○ Stosowalność do oznaczenia:

■ białek 
■ kwasów nukleinowych
■ metabolitów
■ pomiary czasowe
■ oznaczanie oddziaływań
■ analiza konformacyjna

○ Koszt



Fluorescencja
Zalety:

○ liniowa zależność pomiaru stężenia
○ wysoka czułość
○ wysoka specyficzność
○ oddaje wpływ środowiska pomiaru

Wady:
○ skomplikowane instrumenty
○ quenching (utrata emaisji w czasie)
○ brak odnośnika absolutnego
○ akumulacja czynników pośrednich



Förster resonance energy transfer (FRET), 
fluorescence resonance energy transfer (FRET), 
resonance energy transfer (RET) ,
electronic energy transfer (EET) 

Mechanizm przenoszenia energii między dwoma chromoforami na 
drodze innej niż promieniowanie.

Chromofor-donor, będąc w stanie wzbudzonym, może przekazywać 
energię wzbudzenia chromoforowi-akceptorowi znajdującemu się w 
odległości nie większej niż ok. 10 nm. Jeśli oba chromofory mają 
zdolność fluorescencji, stosuje się określenie Fluorescence Resonance 
Energy Transfer (co jest mylne o tyle, że sam transfer energii między 
fluoroforami nie odbywa się na drodze fluorescencji). Jeśli donor i 
akceptor różnią się widmami absorpcji i emisji promieniowania, a 
znajdują się w odległości mniejszej niż 10 nm, to wzbudzając donor 
wiązką o długości fali odpowiadającej maksimum jego absorpcji, 
obserwuje się emisję fali o długości odpowiadającej maksimum emisji 
akceptora. Jeśli odległość między donorem a akceptorem jest większa, 
przekazanie energii nie zachodzi i obserwuje się jedynie emisję fali 
przez donor z charakterystycznym dla niego maksimum emisji.

Thermofluor (aka Differential Scanning Fluorimetry)
A thermal shift assay quantifies the change in thermal denaturation 
temperature of a protein under varying conditions. The differing 
conditions that can be examined are very diverse, e.g. pH, salts, 
additives, drugs, drug leads, oxidation/reduction, or mutations. The 
binding of low molecular weight ligands can increase the thermal 
stability of a protein, as described by Koshland (1958) and 
Linderstrom-Lang and Schellman (1959). Almost half of enzymes 
require a metal ion co-factor. Thermostable proteins are often more 
useful than their non-thermostable counterparts, e.g. DNA polymerase 
in the polymerase chain reaction,[4] so protein engineering often 
includes adding mutations to increase thermal stability. Protein 
crystallisation is more successful for proteins with a higher melting 
point and adding buffer components that stabilise proteins improve the 
likelihood of protein crystals forming. If examining pH then the possible 
effects of the buffer molecule on thermal stability should be taken into 
account along with the fact that pKa of each buffer molecule changes 
uniquely with temperature. Additionally, any time a charged species is 
examined the effects of the counterion should be accounted for.



Metody elektrochemiczne

































● Rola miejsca aktywnego:
○ wiązanie substratu/produktu

kataliza enzymatyczna
mechanizmy

kataliza enzymatyczna
mechanizmy

● Koordynacja za pomocą właściwości 
fizyko-chemicznych aminokwasów i związków 
chemicznych zlokalizowanych miejscu aktywnym 
(kofaktorów)



kataliza enzymatyczna
mechanizmy

● Poszczególne aminokwasy wykazują różne 
powinowactwo do miejsca aktywnego w związku 
z ich zdolnością do konwersji substrat-produkt.

kataliza enzymatyczna
mechanizmy

● Kluczowe aminokwasy w miejscu aktywnym 
wykazują wysoką konserwację ewolucyjną.

● Wynika to z ich roli w :
○ koordynacji substratu
○ udziału w mechanizmie katalizy



kataliza enzymatyczna
mechanizmy

● Efekty wywierane przez miejsce aktywne:
○ ograniczenie swobody ruchu substratu
○ niekowalencyjna stabilizacja półproduktów
○ kontrolowany transfer elektronów/protonów/grup 

funkcyjnych
○ kontrolowane zrywanie i tworzenie wiązań

● Efekty energetyczne:
○ redukcja entalpii (tworzenie kompleksu [ES])
○ wzrost entropii (eliminacja wody z miejsca 

aktywnego)

kataliza enzymatyczna
mechanizmy

● Kataliza kowalencyjna i efekty elektronowe:
○ S, O, N wykorzystywane w ataku nukleofilowym
○ Cys, Lys, Asp, Ser (, His, Thr, Glu, Tyr) są 

wykorzystywane w katalizie kowalencyjnej
○ deprotonacja osiągana jest poprzez efekty 

polaryzacji ładunku



kataliza enzymatyczna
mechanizmy

● Hydroliza wiązań peptydowych
○ Polaryzacja i deprotonacja substratu w trypsynie 

osiągana jest poprzez atak Ser195 i His56
○

kataliza enzymatyczna
mechanizmy

● Kataliza z wykorzystaniem metali:
○ Zn
○ Cu
○ Mg
○ Mn
○ Fe
○ Co
○ Mo
○ V
○ W

● Reakcje:
○ utleniania i redukcji
○ hydrolizy
○ transferu grup funkcyjnych (fosforanowych, tlenu)

● Metale odpowiadają:
○ transport elektronów
○ stabilizację elektrostatyczną
○ aktywację substratów



kataliza enzymatyczna
mechanizmy

● Wykorzystanie równowagi kwasowo zasadowej:
○ wymaga transportu H+ pomiędzy enzymem i 

substratem
○ Najczęściej wykorzystywane aminokwasy:

■ histydyna
■ kwas asparaginowy
■ kwas glutaminowy


