Лекция №2
ФЕРМЕНТЫ (ЭНЗИМЫ)
Ферменты (энзимы) − биологические катализаторы процессов обме- на веществ. Они представляют собой высокомолекулярные соединения и относятся к простым или сложным белкам. По характеру своего действия ферментативный катализ чаще всего является гетерогенным (микрогетеро- генным).
Обладая многими свойствами, сходными со свойствами неорганиче- ских катализаторов, ферменты характеризуются рядом особенностей, к которым следует отнести термолабильность, большую зависимость их активности от рН среды, высокую специфичность (как групповую, так и индивидуальную, включая стереохимическую), огромную эффективность каталитического действия и др. Протекает ферментативный катализ с боль- шой скоростью и в мягких условиях.
Активность ферментов в значительной мере зависит от состава среды. Многие химические вещества способны усиливать (активаторы) или затор- маживать (ингибиторы) каталитическую активность ферментов. Ферменты можно разделить на две большие группы: ферменты-протеины (простые белки) и ферменты-протеиды (сложные белки). К протеинам относятся многочисленные ферменты, катализирующие процессы гидролитического расщепления сложных соединений на более простые (например, пепсин, амилазы, уреаза и др.).
Ферменты-протеиды состоят из белковой части − апофермента и термо- стабильной небелковой − кофермента (легко диссоциирует с белковой ча- стью), или простетической группы (прочно связана с белком). В большинстве своем коферменты − это сопряженные (резонансные) органические молекулы. Многие простетические группы представляют собой производные витаминов (главным образом группы В). Часто роль кофермента играют
металлы (железо, магний, медь, кобальт, цинк, марганец, молибден).
Ферментативный катализ идет на поверхности фермента. Превра- щаемые вещества называются субстратами. Превращение субстрата про- исходит в области активного центра, который сформирован в третичной
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структуре большинства ферментов. У простых белков-ферментов активный центр образован сближенными в пространстве радикалами аминокислот первичной структуры. У сложных ферментов и активный центр сложный, двухкомпонентный, состоящий из аминокислотных остатков, соединенных с небелковой частью молекулы. В активном центре выделяют две части: субстратная (радикалы аминокислот обеспечивают фиксацию субстрата) и каталитическая (радикалы аминокислот и (или) кофакторы обеспечивают катализ).
Ферментативная реакция протекает в три стадии: 1) образование фер- мент субстратного комплекса: E + S ↔ ES − быстрая стадия, соответствую- щая фиксации субстрата на субстратном (якорном) участке активного цен- тра. Ускорение реакции достигается за счет сближения и правильной ори- ентации субстратов относительно друг друга и увеличения их эффективной концентрации (поскольку в растворе их столкновения случайны); 2) про- исходит химическая реакция через переходное состояние с образованием продукта реакции на поверхности фермента: ES → EZ → EP. Как правило, субстрат вступает во временные промежуточные реакции с определенными функциональными группами активного центра, в результате чего реакция требует более низкой энергии активации; 3) продукт отделяется, а фермент в неизменном виде может вновь вступать в катализ: EP →E + P.
В соответствии с рекомендациями Международного биологического союза (1961 г.) все ферменты разделены на шесть классов.
Оксидоредуктазы. Катализируют окислительно-восстановительные реакции. Оксидоредуктазы подразделяются на две большие группы: а) де- гидрогеназы, катализирующие процесс окисления органических веществ путем отнятия водорода и переноса его на другой субстрат; б) оксидазы, катализирующие перенос водорода с субстрата, подвергающегося окисле- нию, на кислород.
Трансферазы. Эти ферменты катализируют реакции переноса атомных групп (аминогрупп, остатков фосфорной кислоты, метильных групп и т.д.). Гидролазы. Катализируют реакции гидролитического распада слож- ных соединений на более простые. К этому классу относятся многочис- ленные ферменты, действующие на сложно-эфирные связи (эстеразы, на- пример, липазы, катализирующие процесс гидролитического расщепления липидов), гликозильные соединения (например, гликозидазы, катализирую- щие гидролитический распад поли- и олигосахаридов), пептидные связи (пептидазы или пептидгидролазы), кислотноангидридные (полифосфата-
зы) и др.
Лиазы. Катализируют негидролитическое отщепление от субстратов определенных групп с образованием двойной связи.
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Изомеразы. Ферменты, отнесенные к этому классу, катализируют раз- нообразные реакции изомеризации, например превращение цис-формы в трансформу, взаимопревращение альдоз и кетоз, внутримолекулярный пе- ренос групп (в последнем случае ферменты называют мутазами) и т.д.
Лигазы (синтетазы). Катализируют присоединение друг к другу двух молекул, сопряженное с разрывом пирофосфорной связи в молекуле АТФ (или аналогичных трифосфатов). Сюда относятся ферменты, образующие связи между молекулами углерода и кислорода, серы, азота или между дву- мя молекулами углерода.
При диагностике различных заболеваний используют показатели ак- тивности десятков ферментов и изоферментов. В клинической практике часто определяют активность аспартатаминотрансферазы (АсАТ), алани- наминотрансферазы (АлАТ), лактатдегидрогеназы (ЛДГ), щелочной фос- фатазы (ЩФ), глутаматдегидрогеназы (ГлДГ), аргиназы, уракиназы, гисти- дазы, алкогольдегидрогеназы, цитохромоксидазы, транскетолазы, амилазы, сорбитолдегидрогеназы и др.
Например, автоматический биохимический анализатор «Selectra» по- зволяет определять содержание ферментов, электролитов, специфических белков в сыворотке, плазме, моче, спинномозговой жидкости (рис. 1).
[image: ]

Рис. 1 – Автоматический биохимический анализатор «Selectra»
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1.1 [bookmark: _TOC_250060]Исследование общих свойств ферментов
Ферментативный гидролиз крахмала. Ферментативный гидролиз крахмала протекает под влиянием ферментов амилаз, которые содержатся в слюне, соке поджелудочной железы, крови, печени, мозге. Источниками амилаз в промышленности служат проросшие зерна злаков (солод) и куль- туры плесневых грибов.
Известны α- и β-амилазы, которые несколько различаются по харак- теру действия. Под влиянием α-амилазы процесс гидролитического рас- щепления крахмала задерживается главным образом на стадии декстри- нов, а мальтозы образуется немного, тогда как под действием β-амилазы расщепление идет в сторону преимущественного образования мальтозы. Последовательно этот процесс можно представить следующим образом:
Крахмал Растворимый крахмал
Амилодекстрины (фиолетово-синее окрашивание с йодом) Эритродекстрины (буровато-красное окрашивание с йодом) Ахроодекстрины (желтое или буровато-желтое окрашивание с йодом) Мальтодекстрины (с йодом не дают окрашивания)
Мальтоза
Мальтоза под действием фермента мальтазы (α-глюкозидазы) распада- ется на две молекулы α-D-глюкозы. Встречается также фермент глюкоами- лаза, катализирующий распад крахмала до глюкозы.
Реактивы: а) слюна. Свежую слюну разводят в 10 раз дистиллирован- ной водой; б) крахмал, 1%-ный раствор; в) раствор йода в йодистом калии (раствор Люголя): в нескольких миллилитрах воды растворяют 1 г йоди- стого калия, в концентрированном растворе соли растворяют 1 г йода и доливают водой до 300 мл; г) едкий натр, 5%-ный раствор; д) серно-кислая медь, 5%-ный раствор.
В две пробирки наливают по 2 мл 1%-ного раствора крахмала, в одну из них добавляют 1 мл разведенной слюны (1 : 10), в другую − 1 мл воды и ста- вят на 10 мин в водяную баню, нагретую до 37−38 °С (внимательно следят за температурой, не допуская ее повышения), или, еще лучше, в ультратер- мостат, после чего охлаждают пробирки под краном. Проделывают реакции Троммера и с йодом, для чего содержимое каждой пробирки делят пополам. Инактивация ферментов высокой температурой. Являясь белковы-
ми веществами, ферменты весьма чувствительны к температуре, при ко- торой протекает реакция. Температурный оптимум действия ферментов теплокровных животных составляет 37−38 °С. При небольшом повышении температуры (например, 40−45°С) скорость ферментативных реакций вна- чале повышается, но уже при дальнейшем нагревании (выше 50 °С) падает,
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а при 70−80 °С утрачивается. Кипячение влечет за собой полную потерю каталитической активности ферментов вследствие денатурации их белко- вой части (апоферментов). При температурах ниже нуля скорость фермен- тативных реакций значительно понижается, но сами ферменты не разру- шаются и при осторожном оттаивании восстанавливают свою активность.
Реактивы: а) слюна, разведенная в 5 раз дистиллированной водой; б) крахмал, 1%-ный раствор; в) раствор йода в йодистом калии (см. предыду- щую работу); г) реактивы для реакции Троммера (см. предыдущую работу).
В две пробирки наливают по 1 мл разведенной слюны. Содержимое одной из них нагревают до кипения и кипятят 2−3 мин. Затем в обе про- бирки добавляют по 1 мл раствора крахмала и ставят на 10 мин в водяную баню, нагретую до 38 °С, после чего проделывают реакции Троммера и с йодом. Убеждаются, что в пробирке, в которой фермент был инактивирован кипячением, расщепления крахмала не произошло.
Специфичность действия ферментов. Это одно из важнейших свойств ферментов. Каждый фермент воздействует лишь на определенное вещество или группу веществ, близких по своей структуре. Различают сле- дующие виды специфичности: а) абсолютную, когда ферменты катализи- руют лишь одну реакцию превращения какого-либо вещества. Например, уреаза (карбамид-амидогидролаза) катализирует только реакцию гидроли- тического расщепления мочевины до аммиака и двуокиси углерода; б) груп- повую, когда ферментом катализируются реакции превращения близких по своей структуре веществ, построенных по одному типу. Так сахараза (β-фруктофуранозидаза) катализирует реакцию гидролитического расще- пления сахарозы с освобождением молекул глюкозы и фруктозы, но тот же фермент катализирует также реакцию частичного гидролиза трисахарида фосфатиды (α-галактозидо-α-глюкозидо-β-фруктозида), при которой осво- бождается лишь молекула фруктозы, а связь между галактозой и глюкозой остается ненарушенной; в) стереохимическую, которая проявляется в том, что фермент катализирует реакцию расщепления или синтеза только одно- го из стереоизомеров, не воздействуя на другой. Окисление L-молочной кислоты до пировиноградной катализируется ферментом лактатдегидро- геназой, тогда как тот же процесс у D-молочной кислоты катализируется другим ферментом − D-лактатдегидрогеназой.
Реактивы: а) слюна, разведенная в 10 раз дистиллированной водой; б) сахароза, 1%-ный раствор; в) крахмал, 1%-ный раствор; г) реактивы, для реакции Троммера.
В две пробирки наливают по 1 мл разведенной слюны, затем в одну из них добавляют 1 мл раствора сахарозы, а в другую − столько же раствора крахмала. Обе пробирки прогревают 10 мин в водяной бане при температу- ре 38 °С, после чего охлаждают и с содержимым каждой из них проделы-
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вают реакцию Троммера. Убеждаются, что амилаза катализировала лишь процесс гидролитического расщепления крахмала и не оказала действия на сахарозу.
Влияние рН среды на активность амилазы слюны. Каждый фермент проявляет максимум своего каталитического действия при строго опреде- ленном рН среды. Наивысшую активность многие ферменты проявляют в изоэлектрической точке.
Оптимальное значение рН для пепсина составляет 1,5−2,0, амилазы слюны − 6,8−7,0, трипсина − 7,8, липазы поджелудочной железы − 7,0−7,8. Было, однако, показано, что ферменты, катализирующие одни и те же ре- акции, но выделенные из различных субстратов, проявляют оптимум дей- ствия при неодинаковых значениях рН. Так, оптимум действия кишечной сахаразы наблюдается при рН 6,2, а сахаразы, выделенной из дрожжей,− при рН 4,8−5,0. Оптимум рН амилазы слюны составляет 6,8−7,0, а амилаза солода проявляет максимум каталитической активности при рН 4,4 − 4,5.
Реактивы: а) слюна, разведенная дистиллированной водой в 100 раз; б) крахмал, 0,5%-ный раствор; в) лимонная кислота, 0,1 М раствор (19,212 г кислоты в 1 л); г) фосфорно-кислый натрий двузамещенный, 0,2 М раствор (содержит 36,62 г соли в 1 л); д) раствор Люголя (раствор йода в йодистом калии); е) хлористый натрий, 1%-ный раствор.
В семь однотипных пробирок пипетками наливают растворы лимонной кислоты и фосфорнокислого натрия в количествах, указанных в таблице, получая, таким образом, буферные смеси со значениями рН от 5,6 до 8,0. В каждую пробирку добавляют по 10 капель 1%-ного раствора хлористого натрия, 0,5%-ного раствора крахмала, разведенной в 100 раз слюны и пере- мешивают.
Фосфатно-цитратные буферные смеси

	Номер пробирки
	Количество
0,2 М раствора
	Количество
0,1 М раствора
	рН буферной смеси

	1
	0,58
	0,42
	5,6

	2
	0,63
	0,37
	6,0

	3
	0,69
	0,31
	6,4

	4
	0,77
	0,23
	6,8

	5
	0,87
	0,13
	7,2

	6
	0,94
	0,06
	7,6

	7
	0,97
	0,03
	8,0
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Пробирки ставят на 10 мин в водяную баню при температуре 38 °С, по- сле чего быстро охлаждают, добавляют во все пробирки по 1 капле раствора Люголя, перемешивают и наблюдают окраску. Устанавливают, при каком рН произошло наиболее полное расщепление крахмала (желтая или буровато- желтая окраска с йодом). Реакция весьма специфична и показательна.
Влияние активаторов и ингибиторов на активность амилазы. Акти- ваторы ферментов – это вещества: 1) формирующие активный центр фер- мента (Co2+, Mg2+, Zn2+, Fe2+, Ca2+); 2) облегчающие образование фермент- субстратного комплекса (Mg2+); 3) восстанавливающие SH-группы (глута- тион, цистеин, меркаптоэтанол); 4) стабилизирующие нативную структуру белка-фермента. Активируют ферментативные реакции обычно катионы металлов (в таблице Менделеева с 19 по 30-й).
Ингибиторы ферментов – это соединения, которые, взаимодей- ствуя с ферментом, препятствуют образованию нормального фермент- субстратного комплекса, уменьшая тем самым скорость реакции или пре- кращая ее. Ингибиторы делят на две группы: неспецифические, вызы- вающие денатурацию белка-фермента (соли тяжелых металлов, кислоты, щелочи и др.); специфические, действие которых связано с механизмами ферментативного катализа.
Реактивы: а) слюна, разведенная дистиллированной водой в 10 раз; б) дистиллированная вода; в) хлорид натрия, 1%-ный раствор; г) сульфат меди, 1%-ный раствор; д) крахмал, 1%-ный раствор; е) раствор Люголя.
В три пробирки наливают по 1 мл разведенной слюны, затем в одну из них добавляют 2 капли дистиллированной воды, во вторую – 2 капли рас- твора хлорида натрия, в третью – 2 капли раствора сульфата меди. В каж- дую пробирку добавляют по 5 капель раствора крахмала и перемешивают. Через 5 минут в каждую пробирку добавляют по 1 капле раствора Люголя, перемешивают и наблюдают окраску. Делают соответствующие выводы.
Кинетика действия липазы. Липолитические ферменты поджелудоч- ной железы гидролизуют жиры пищи в тонком кишечнике. Изучая кинети- ку липазы, можно проследить в динамике активность фермента и обозна- чить факторы, влияющие на этот процесс.
Реактивы: а) молоко, разведенное в 10 раз дистиллированной водой; б) дистиллированная вода; в) липаза из поджелудочной железы; г) 0,01 н раствор гидроксида натрия; д) фенолфталеин.
В две пробирки наливают по 10 мл разведенного молока, в одну из них добавляют 1 мл воды (контроль). Затем в обе пробирки добавляют по 1 мл липазы и инкубируют смеси при 37 °С до инкубации, а также через 15, 30 и 45 мин после ее начала отбирают пробы по 2 мл из каждой пробирки. Титруют пробы 0,01 н раствором NaOH до розовой окраски в присутствии 1 – 2 капель фенолфталеина. Количество жирных кислот, освободившихся
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при действии липазы на триацилглицерины молока, эквивалентно количе- ству щелочи, прореагировавшей при титровании. Строят график зависи- мости освобождающихся жирных кислот (мл 0,01 н NaOH – ось ординат) от времени (мин – ось абсцисс). Делают выводы о зависимости скорости реакции от времени.
Определение молокоствораживающей активности пепсина. Метод основан на способности пепсина коагулировать казеин молока.
Реактивы: а) ацетатный буфер; б) обезжиренное молоко; в) раствор пепсина.
Готовят молочно-ацетатную смесь, смешивая равные объемы молока и ацетатного буфера. В пробирку вносят 5 мл смеси, добавляют 0,1 мл рас- твора фермента. Затем содержимое пробирок перемешивают и постоян- но энергично встряхивают, наблюдая за стекающим по стенкам молоком. Время от момента добавления источника фермента до появления на стен- ках пробирок мелких хлопьев казеина точно фиксируют по секундомеру. Температура смеси 30 °С.

1.2 [bookmark: _TOC_250059]Количественное определение каталазы крови по Баху
Каталаза − фермент, разлагающий перекись водорода по уравнению:

2Н2О2 → 2Н2О + О2.

Каталаза содержится в большем или меньшем количестве во всех тка- нях и жидкостях организма, особенно много в красных кровяных шариках человека и животных.
Количественное определение каталазы крови сводится к определению так называемого «каталазного числа».
Каталазным числом называется количество мл Н2О2, которое разлагает- ся в 1 мл исследуемой крови за 30 мин. Принцип определения каталазного числа основывается на следующей реакции:

2КМnО4 + 5Н2О2 + 4H2SO4 → 2KHSO4 + 2КМnSO4 + 8Н2О + О2,

т.е. по количеству разрушенной H2O судят об активности каталазы.
Реактивы: а) кровь, б) дистиллированная вода, в) перекись водорода, г) серная кислота, 10%-ный раствор; д) КМnО4, 0,1 н раствор.
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Наливают в колбочку 20 мл воды. Вносят микропипеткой 0,02 мл ис- следуемой крови, предварительно обтерев кончик капилляра от пристав- шей снаружи крови, пипетку промывают путем всасывания и выпускания обратно жидкости. Получается раствор крови 1:1000. Отмеряют в две кол- бочки по 7 мл дистиллированной воды. В одну колбу вносят 1 мл основного раствора крови. В другую колбу вносят 1 мл основного раствора крови, предварительно прокипяченного (разрушена каталаза). Оставляют стоять обе колбочки при комнатной температуре на 30 мин, предварительно при- лив в каждую колбочку по 2 мл Н2О2. Через 30 мин приливают в каждую колбочку по 3 мл раствора H2SO4 и оттитровывают содержимое колбочки раствором КМnО4 до появления розового окрашивания, неисчезающего в течение 30 с.
Вычисление «каталазного числа». Вычесть из количества мл КМnО4, пошедшего на титрование контрольной пробы, количество мл КМnО4, по- шедшее на титрование опытной пробы. Разницу умножить на 1,7 – получа- ется каталазное число в миллиграммах, граммэквивалент H2O =17.
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