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rezerva ugljena ovisit ¢e u najveéoj mjeri o mogucnosti ekonomicne
upotrebe oplodnih reaktora i o povoljnom rjeSenju iskoriStenja
ulja iz uljnih 3kriljevaca i bituminoznog pijeska.
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ENZIMI (fermenti), biokatalizatori, tvari bioloSkog pori-
jekla (tj. proizvedene u Zivim stanicama) koje ubrzavaju kemijske
reakcije potrebne za odrzavanje Zivotnih funkcija. Enzimi ne
djeluju samo u Zivim organizmima (in vivo) nego i izvan njih,
npr. u laboratorijskim posudama (in vitro — u staklu). Oni se
stoga industrijski proizvode i upotrebljavaju kao izvanredno
efektivni Kkatalizatori.

Tvari koje organizmi primaju iz sredine u kojoj Zive, kao izvor energije
i kao materijal za izgradnju vlastitog tkiva, kemijski su razmjerno postojane:
u laboratorijskim se uvjetima mogu razgraditi i prinuditi na reakcije s drugim
tvarima samo o$trim zahvatima (povi$snjem temperature i/ili tlaka, djelovanjem
jakih kiselina i luzina, itd.); u organizmima te se iste tvari rastvaraju i reagiraju
pod vrlo blagim uvjetima (na temperaturi tijela, pod normalnim tlakom, u raz-
rijedenim otopinama, u neutralnoj ili gotovo neutralnoj sredini, itd.) zahvaljujuci
enzimima koji te reakcije ubrzavaju i do desetak triliona puta.

Ime enzim napravljeno je prema grékom €év {0un en zymé, u kvasu, a ime
ferment prema latinskom fermentum, kvas. Oba ta imena podsje¢aju na najsta-
riji poznati enzimski »preparat«, kvas ili kiselo tijesto, koje se ve¢ u antiknom
Egiptu upotrebljavalo u proizvodnji kruha. Drugi, ve¢ u starom vijeku, poznati
enzimski preparati jesu sirilo (iz sluznice Zeluca preZivata), koje se u proizvodnji
sira upotrebljava za grudanje mlijeka, i slad, dobiven od proklijalih zrna Zita i
upotrebljavan u proizvodnji piva.

Enzime su prvi nesto podrobnije ispitivali neki kemicari u prvoj polovici
XIX st. Oni su se bavili nekim tada slabo definiranim tvarima koje su zvali
fermenti i za koje su znali da izazivaju bioloSke reakcije, napose one najbolje
poznate u njihovo vrijeme: alkoholno vrenje uz pomo¢ kvasca i razgradnju
bjelancevina i Skroba u probavnom traktu Zivotinja. Tako je Leuchs 1831 is-
pitivao faktor u slini koji hidrolizira $krob i nazvao ga ptijalin (ptyalin), Schwann
1836 faktor, nazvan pepsin, koji u Zelucu cijepa bjelancevine. Vec 1814 K. G. S.
Kirchhoff je pokazao da se $krob s pomocu p3eni¢nog ekstrakta moZze pregra-
diti u Secer, a Apayen i Persoz su 1834 tvar istih svojstava izdvojili iz slada i
nazvali je dijastaza. Liebig je 1837 otkrio agens Koji (pri razgradnji amigdalina)
katalitickim djelovanjem hidrolitski otcjepljuje glukozu; taj je agens nazvao
emulzin. Cagniard-Latour i Kitzing su 1838 nasli da alkoholno vrenje uzrokuju
Zivi organizmi. Odonda su organizme koji izazivaju biokemijske reakcije poceli
nazivati »organiziranim fermentima« i razlikovati ih od »neorganiziranih fer-
menata« kao Sto su ptijalin, pepsin i dijastaza. Pasteur je 1857 postavio »vitalis-
ticku« teoriju alkoholnog vrenja, prema kojoj je ono vezano uz metaboli¢nu dje-
latnost Zive stanice; toj je teoriji Liebig 1870 suprotstavio teoriju o Cisto kemij-
skom djelovanju fermenta pri alkoholnom vrenju, nakon 5to je ve¢ 1839 tumacio
djelovanje emulzina kao katalizu. (Ve¢ je Berzelius 1836 alkoholno vrenje uvrstio
medu kataliticke reakcije.) Da bi izbjegao svadu oko organiziranih i neorganizi-
ranih fermenata, Kihne je 1878 za topljive fermente upotrijebio naziv »enzimi«.
Otkako su 1897 E. i H. Buchner pokazali da sok iscijeden iz zdrobljenih kvas-
Cevih gljivica izaziva alkoholno vrenje jer sadrzi otopljen enzim »zimazuk, nije
viSe opravdano razlikovati (organizirane) fermente od enzima, te se danas
nazivi »enzim« i »ferment« upotrebljavaju kao sinonimi. (Donedavna se u fran-
cuskom jeziku i naziv »diastase« upotrebljavao kao sinonim za »enzimx.)

Kao najvazniji koraci u daljem razvoju enzimologije mogu se navesti ovi:
E. Fischer uveo je pojam specificnosti enzima i za tumacenje specificnosti stvo-
rio koncepciju »brave i kljuca« (1894). Pojam »koenzima« uveo je Bertrand 1897.
L. Michaelis i M. L. Menten iznijeli su 1913 teoriju o nainu djelovanja enzima
preko kompleksa sa supstratom. Prvi enzim (ureazu) u Kristaliziranom, ali ne i
Cistom stanju pripravio je Sumner 1926, malo kasnije (1932/33) Northrup i
suradnici publicirali su svoje klasi¢ne radove o izolaciji proteolitickih enzima.
1935/36 otkrita je veza izmedu vitamina i koenzima. Bergmann i Frutton precizi-
raju 1941 teoriju aktivnog podrucja enzima. Phillips, North, Blake i suradnici
prvi su 1956 jednom enzimu — lisozimu — odredili tercijarnu strukturu, tj.
na¢in na koji su skluptani polipeptidni lanci njegove globularne molekule;
uskoro poslije toga objasnjena je 1 veza izmedu strukture i funkcije tog enzima.
1969 poslo je za rukom dvjema nezavisnim grupama istrazivata izvesti prvu
totalnu sintezu jednog enzima (ribonukleaze) : Denkwalteru i Hirschmannu jed-
nom, a Gutteu i Merrifieldu drugom metodom.

Dosad je otkriveno —I1500 vrsta enzima (a ima ih vjerojatno
mnogo vise); svi su poznati enzimi globularne bjelancevine (v.
Bjelancevine, TE 2, str 56) molekulske teZine od 12 000 do vise
stotina tisu¢a. Svi enzimi molekulske teZine vece od ~80 000
kojima je struktura odredena sastavljeni su od vise identiCnih
jedinica manje molekulske teZine. Takav se sastav naziva kvar-
tarnom strukturom.

Jednom tipu enzim& Kkataliticko je djelovanje uvjetovano samo
strukturom bjelancevine od koje su iskljuCivo sastavljeni — to su
Cisti enzimi; drugi, sloZeni enzimi, sadrZze, osim bjelancevinaste
(proteinske) komponente, i niskomolekularnu neproteinsku kom-
ponentu, zvanu koenzim ili prostetska grupa enzima. Jednim se
sloZzenim enzimima neproteinska komponenta, koenzim, mozZe
od proteinske komponente, apoenzima, lako odvojiti (npr. dija-
lizom); razdvojeni dijelovi nemaju katalitiCkog djelovanja, ali
se spajanjem apoenzima s koenzimom moZe opet dobiti aktivni
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cjeloviti enzim (holoenzim). Drugi sloZeni enzimi predstavljaju
konjugirane (slozene) bjelancevine (proteide) koje tek kad se
razgrade oslobadaju sastojke koji potjeCu od velikog proteinskog
dijela i sastojke male molekulske teZine, prostetske grupe enzima.
Proteinski dio enzima se od prostetske grupe enzima u tom slu€aju
ne moZe odvojiti bez definitivnhog gubitka enzimske aktivnosti.
Medu enzime ove posljednje vrste idu i enzimi u kojima se nalaze
atomi metala vezani s proteinom (metaloproteinski enzimi).
Mnogi autori smatraju da je nemoguce razlikovati koenzim od prostet-
ske grupe enzima na temelju ¢vrstine kojom je neproteinski dio enzima ve-
zan s proteinskim, buduci da tu nema oStre granice. Ti autori izraze »ko-
enzim« i »prostetska grupa enzima« smatraju pravim sinonimima. | u ovom
€lanku, kad to ne mozZe izazvati zabunu, upotrijebljen je radi kratkoce izraz
»koenzim« umjesto »koenzim ili prostetska grupa enzima«. Dalje je naveden

i drugi naCin na koji se moze razlikovati koenzim od prostetske grupe
enzima.

Enzimima je svojstvena, pored velike aktivnosti, tj. sposob-
nosti da prisutni i u vrlo malim koli¢inama snazno katalitiCki
djeluju, takoder specificnost djelovanja, tj. svojstvo da katalitiCki
djeluju samo na reakcije odredene vrste, po pravilu ¢ak samo
kad u tim reakcijama sudjeluju odredeni spojevi (kaze se da
djeluju samo na odredeni supstrat). Zbog toga Sto se u Zivim
organizmima moZe istodobno odvijati vrlo velik broj razliCitih
reakcija medu razliCitim spojevima, i broj je razliCitih enzima
vrlo velik. (Ocjenjuje se da u jednoj stanici moZe biti i do 2000
vrsta enzima.) Koenzima (prostetskih grupa), medutim, ima
mnogo manje vrsta nego enzima, jer isti koenzim mozZe biti
sastojak veceg broja razlicitih enzima.

Osim koenzima ili prostetskih grupa, koji su sastojci enzima,
Cesto je za uspjeSno katalicko djelovanje enzima potrebno prisus-
tvo nekih drugih tvari, koje nisu sastojci enzima; te se tvari
nazivaju aktivatorima. Neki su aktivatori potrebni zbog toga Sto
organizam ponekad ne proizvodi aktivne enzime, nego »pret-
hodnike« enzima, proenzime ili zimogene, tvari takva sastava da
predstavljaju u neku ruku enzime u kojima je aktivnost »maski-
rana«; ti aktivatori mehanizmom »demaskiranja« pretvaraju pro-
enzim u aktivni enzim. Drugi tip aktivatora djeluje mehanizmom
deinhibicije, tj. time S§to uklanja tvari koje ometaju djelovanje
enzima (inhibitore, o njima v. dalje). Neki su enzimi aktivni samo
u prisutnosti metalnih iona.

Tvari koje su potrebne da bi odredeni protein mogao djelovati kao enzim,
dakle koenzimi (odn. prostetske grupe enzima), aktivatori i metali (kao ioni u
mediju ili kao sastojci enzima) nazivaju se ponekad kofaktorima enzima. (Neki
autori upotrebljavaju izraz »kofaktor« kao sinonim za »koenzim«.)

Enzimska kinetika. Prisutnost nekog enzima ispoljava se
time Sto se odredena reakcija koja se u odsutnosti enzima odvija
neizmjerno sporo, tj. prakticki nikako, ubrzava toliko da joj brzina
postaje mjerljiva. Brzina reakcije postignuta djelovanjem enzima
mjera je za njegovu aktivnost, a buduéi da je pod povoljnim uv-
jetima proporcionalna koli€ini prisutnog enzima, ona mozZe biti
i mjera za tu koli¢inu. Odatle vaZznost zakonitosti koje upravljaju
brzinom reakcija kataliziranih enzimima — enzimske Kkinetike.

Kemijska reakcija nastaje kad se molekule reaktanata uspje$no sudare, tj.
kad prosjena energija sudara nadmasuje energetsku barijeru koja odredenu
reakciju sprefava. Reakcija je to brZza $to se u jedinici vremena vise molekula
sudara i $to je od ukupnog broja sudara veéi broj uspjesan. Buduci da prisut-
nost katalizatora ne moze povecati ukupni broj sudara medu molekulama reak-
tanata, djelovanje se katalizatora pripisuje tome $to oni povecavaju broj uspjes-
nih sudara smanjujuci energiju (energiju aktivacije) kojom se moraju sudariti
molekule reaktanata da bi reakcija potekla. Prema Arrheniusu (v. Kemijska kineti-
ka i Kataliza) ovisnost je brzine reakcije o energiji aktivacije eksponencijalna, sto-
ga ve¢ malo smanjenje energije aktivacije katalizatorima jako ubrzava reakciju.
Povecavanje brzine reakcije enzimima (od prakticki nula do velikih vrijednosti)
postize se snizenjem energije aktivacije na 1/3 do 1/2 osnovne vrijednosti.

Enzimi ubrzavaju pretvorbu reaktanata (supstrata) u produkte
reakcije (S -> P), tj. smanjuju energiju aktivacije, zbog toga 3to
se u prisutnosti enzima ta pretvorba ne ostvaruje izravno, nego
se molekule supstrata S povezuju s molekulom enzima E u kom-
pleks enzim-supstrat ES, koji se nakon vrlo kratkog vremena
raspada na slobodni enzim i produkte reakcije: E + S-» ES ->

P + E (sL 1). Tako regenerirana molekula enzima moze se
odmah povezati s drugom molekulom supstrata i katalizirati
njezin prijelaz u molekulu (molekule) produk(a)ta. Time se tumaci
velika aktivnost enzima, tj. pojava da neobi€no male kolicine
enzima mogu djelovati na velike koliine supstrata u kratkom
vremenu.

Prema zakonu o djelovanju masa (v. Kemijska kinetika), brzina
je reakcije proporcionalna koncentraciji reaktanata. U reverzibilnoj
reakciji enzima sa supstratom, E + S ES, brzina je asocijacije
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izmedu supstrata i enzima, prema tome, proporcionalna koncen-
tracijama enzima i supstrata (v = k+i [E] [S]), a brzina diso-
cijacije kompleksa proporcionalna koncentraciji kompleksa ES
(o-1= k-i [ES]). Kad je postignuta ravnoteza, postajeo+: =
= v-u pa je k+i [E] [S] = k-i (ES), ili

[E] [S] (1)
[ES] = rkH” Ks-
(Ks je supstratna konstanta; ona je jednaka konstanti disocijacije
kompleksa ES.) Iz jedn. (p mozZe se zakljuCiti ovo: Ako se uz

Nekatalizirana
G \reakcija

Enzimom katalizi rana

Energetska reakcija

razina, reaktanata

- \ Energetska razina
I ~produkata

Vrijeme

SI. 1 Smanjenje energije aktivacije enzim-
skom katalizom

konstantnu koncentraciju enzima povecava koncentracija sup-
strata, povecava se i koncentracija kompleksa ES u ravnoteznoj
smjesi. Taj se porast moZze, medutim, nastaviti samo do koncen-
tracije supstrata koja je u takvom omjeru prema konstantnoj
ukupnoj koncentraciji enzima da je prakticki sav enzim vezan sa
supstratom, tj. enzim je supstratom »zasi¢en«. Iznad te »koncen-
tracije zasi¢enja«, koncentracija [ES] ostaje pri daljem povecéanju
koncentracije supstrata prakti¢ki konstantna.

Za reakciju raspada kompleksa ES na produkte uz regenera-
ciju enzima ES -> P + E, Michaelis i Mentenova su pretpo-
stavili da je bitno sporija od reakcije stvaranja kompleksa ES, te
stoga njezina brzina odreduje brzinu ukupne reakcije E + S ->

P + E. Poput brzine disocijacije kompleksa ES, brzina ukupne
reakcije, koja se moZe mjeriti, proporcionalna je koncentraciji
ES (v = ki [ES]), te se koncentracija [ES] moze smatrati mjerom
za brzinu ukupne katalizirane reakcije. Zaklju¢ak iz jedn. (1)
moze se onda formulirati ova-
ko: uz konstantnu koncentra-
ciju enzima, brzina katalizirane
reakcije s porastom koncentra-
cije supstrata raste do kon-
stantne vrijednosti vmaX3 koju
postiZe na koncentraciji zasi-
¢enja i koja se daljim poveca-
njem koncentracije supstrata
ne mijenja. Ta ovisnost brzine
reakcije o koncentraciji sup-
strata (uz konstantnu koncen-
traciju enzima) prikazana je
u dijagramu si. 2.

Maksimalna brzina vmex i koncentracija zasi¢enja razlicite
su za razliGite enzime, a za isti enzim razli€ite su za razliCite sup-
strate. One su takoder ovisne o (konstantnoj) koncentraciji en-
zima. Maksimalna se brzina vmex mozZe na dijagramu si. 2 do-
voljno to€no oditati, ali koncentracija zasiéenja ne moze. Dobro
definirani odnosi dobivaju se ako se kao karakteristicna brzina
uzme polovica maksimalne brzine, vmexd2. Prema pretpostavkama
Michaelisa i Mentenove, brzina reakcije proporcionalna je kon-
centraciji [ES]: kad je brzina reakcije polovica maksimalne, i
koncentracija je [ES] polovica maksimalne, tj. od ukupne je
koli¢ine enzima polovica onda prisutna kao slobodan enzim E,
a druga kao kompleks ES; tada su koncentracije [E] i [ES] jed-
nake, te se u jedn. (1) krate, pa ostaje

[S] = Ks= Km,

Vmaxl 2

Sl. 2. Dijagramyv, [5]: ovisnost brzine
katalizirane reakcije o koncentraciji
supstrata

tj. koncentracija supstrata pri kojoj je (uz konstantnu koncen-
traciju enzima) brzina jednaka polovici maksimalne (a enzim na
polovicu zasiéen) karakteristicna je konstanta, jednaka konstanti
disocijacije kompleksa ES. Ta se karakteristicna kdnstanta naziva
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Michaelisovom konstantom i oznacuje sa Km. Ona ima (kako se
vidi na si. 2), dimenziju koncentracije, a njene su vrijednosti
za vecinu reakcija izmedu 10"2 i 10"5mol/l.

Michaelisova konstanta mozZe se izraCunati iz eksperimentalno
odredenih podataka, naime, iz brzine reakcije uz odredenu kon-
centraciju supstrata i maksimalne brzine reakcije. Prema iznije-
tim je pretpostavkama v = kz [ES], a vndXje proporcionalno
koncentraciji kompleksa ES kad se sav prisutni enzim nalazi
vezan u tom kompleksu, tj. kad je koncentracija kompleksa [ES]
jednaka ukupnoj koncentraciji enzima  [E]t: vim*x = k2 [E]t.
Koncentracija slobodnog enzima [E], kad je koncentracija slo-
bodnog supstrata jednaka [S], jednaka je [E]t — [ES], pa se jedn.
(1) moze pisati

([E]t- [ES] S_

[ES] Km
iz Cega slijedi
[Elt[S]
Km- [S]5
_ _ ka2 [E], [§] vm :[S]
v=k2[ES] = | ] Km- [S] o)

U posljednjem izrazu sve se veli¢ine osim K m mogu eksperimen-
talno odrediti, pa se Michaelisova konstanta Km moze izra-
Cunati iz eksperimentalnih podataka. Graficki se ta konstanta
i maksimalna brzina reakcije mogu odrediti ako se upotrijebi
recipro€ni izraz:
1 Km- [S]
\ i"mex [S]

/Cm 1
mex  [S] mex
Taj je izraz linearan u varijab-
lama 1/v i 1/[S], te se moze
\]/' u koordinatnom sistemu s tim
koordinatama prikazati kao pra-
vac (si. 3).
Nacrta li se taj pravac kroz
r dvije tocke ([Si], Ijvi)5i([S2],
1/v2)3 moze se 1jKmocitati kao
odsje€ak na osi apscisa, a
Bl |/Amaxkao odsje¢ak na osi ordi-
SI. 3. Lineweaver-Burkov dijagram nata. Dijagram si. 3 naziva se
Linezveaver-Burkov dijagram.

Ako se umjesto pretpostavke da se izmedu koncentracija [E], [S] i [ES]
uspostavlja ravnoteZza uzme pretpostavka da se uspostavlja stacionarno stanje,
te se kompleks ES istom brzinom stvara i raspada, moze se dokazati da Michae-

lisova konstanta nije jednaka +x= Ks, nego Km= — KFI— .Kao brzinu

v treba uvijek uzeti brzinu na samom pocetku reakcije (pocetnu brzinu reakcije),
kad je koncentracija produk(a)ta (P) jos mala te nema utjecaja na brzinu reak-
cije. Za vecinu enzimskih reakcija moze se, medutim, pretpostaviti Km —Ks.

Kad je Michaelisova konstanta poznata, s pomocu nje i jedn.
(2) — dakle uz uvjet da je k+2 < ;-1 ilili k+2 < k+i — moze
se izraCunati brzina reakcije
iz koncentracije supstrata. Km
predstavlja takoder mjeru za
afinitet odredenog enzima pre-
ma odredenom supstratu. Iz
si. 4 razabire se (ako se uzme
da se krivulje odnose na razli-
Cite supstrate) da je vrijednost
Michaelisove konstante to vecéa
za odredeni enzim i razlicite
supstrate $to je aktivnost en-
zima prema supstratu manja,
tj. Sto viSe supstrata treba uz
konstantnu koli¢inu enzima ili
§to manje enzima uz kon-
stantnu koli¢inu supstrata; odnosno (ako se uzme da se krivulje
odnose na razli¢ite enzime), vidi se da prema odredenom sup-
stratu onaj enzim ima veci afinitet, tj. onog ¢e enzima trebati
manje za postizanje odredene brzine reakcije, za koji je Micha-
elisova konstanta manja.

Jedinice aktivnosti enzima i iz nje izvedenih veli€ina.
Aktivnost enzima definirana je kao brzina reakcije supstrata koja
se moZe pripisati katalititkom djelovanju enzima. Aktivnost (ak-

SI. 4. Dijagram v, [S] za dva ra-
zli€ita enzima ili supstrata
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tivitet) enzima je fizicka veli¢ina koja se moZe eksperimentalno
odrediti i izraziti u pogodnim jedinicama.

Odbor za enzime u Internacionalnoj uniji za biokemiju (IUB) preporucio
je 1961 da se brzina reakcije izrazi u mikromolima na minutu (“mol/min) i da
se jedinica za koli¢inu enzima, enzimska jedinica (U), definira kao koli¢ina enzima
koja katalizira pretvorbu jednog mikromola supstrata na minutu pod standar-
diziranim okolnostima (1 U 1 {¢mol/min). Ta se jedinica u enzimoloskoj praksi
jos dosta upotrebljava. U njezinoj definiciji, medutim, to€no znacenje izraza
»koli€ina enzima« nije odredeno. Ta definicija treba da bude primjenljiva i na
enzime koji nisu nikad bili izolirani niti vagani, a u tom slucaju rije¢ »kolicina«
u njoj ne moze znaciti isto to i »masa, niti isto §to i »koli€ina tvari« (broj molova)
u kemiji. »Koli¢ina« je u kontekstu definicije »enzimske jedinice« ¢isto apstraktan
pojam, Koristan u odredenim izraCunavanjima, ali nije mjerljiva fizicka veliCina.
Stoga udruZeni odbor za nomenklaturu Internacionalnih unija za biokemiju i za
¢istu i primijenjenu kemiju (IUPAC/IUB) u svojim najnovijim preporukama
(1972) preporuca da se pojam »enzimske jedinice«, kao fizicki nedefinirane »ko-
li€ine enzima«, napusti — da se uopc€e po pravilu ne govori o koli¢ini enzima,
nego enzim karakterizira svojom aktivno$cu.

Kao jedinicu enzimske aktivnosti odbor za nomenklaturu
IUPAC/IUB preporuca katal (kat), koli¢inu aktivnosti koja pre-
tvara jedan mol supstrata na sekundu. Ta je jedinica Cesto pre-
velika za prakti€nu upotrebu, pa se upotrebljavaju njezini sub-
multipli mikrokatal, nanokatal i pikokatal (fxkat, nkat, pkat),
koji odgovaraju pretvorbi jednog mikromola, nanomola, odn.
pikomola na sekundu.

Odnos izmedu katala i enzimske jedinice U jest ovaj:

1 kat = 1 mol/s = 60 mol/min = 60 - 106 jJ-mol/min= 60 - 107U

1U =1 timol/min = —é’o—txmolls = 251)" [xkat = 16,67 nkat.

Enzimska je aktivnost pod povoljnim okolnostima proporcio-
nalna masi enzima; koeficijent proporcionalnosti pod specifici-
ranim uvjetima zove se specificna aktivnost. Specificna aktivnost
nekog enzimskog preparata izrazava se normalno u jedinicama
katal po kilogramu proteina, odn. pogodnim submultiplima te
jedinice.

Koeficijent proporcionalnosti izmedu aktivnosti i koli¢ine
enzimske tvari zove se molarna aktivnost i mjeri se jedinicama
katal po molu enzima, odn. pogodnim submultiplima te jedinice.

Aktivnost se svim enzimima moZze odrediti, ali se samo enzimima koji su
izolirani u ¢istom stanju ona moZe rastaviti na sastavne faktore: specificnu ak-
tivnost i masu, a samo enzimima kojima je odredena molarna teZina, na sastavne
faktore: molarnu aktivnost i koli¢inu enzimske tvari.

Koncentracija enzimske aktivnosti u nekoj otopini mjeri se
jedinicom katal na litru ili pogodnim submultiplima te jedinice.

Faktori koji utjeCu na aktivnost enzima. Enzimi, koji su
proteini kompleksne strukture, maksimalno ubrzavaju reakciju
supstrata samo kad im molekula ima odredenu prostornu struk-
turu. Svaki utjecaj koji tu strukturu razgraduje ili bitno mijenja,
ima kao posljedicu nestanak ili smanjenje aktivnosti enzima. Ut-
jecaji koji najéeS¢e na taj nacin djeluju na aktivnost enzima jesu
promjene koncentracije vodikovih iona 0>H), promjene tempera-
ture i promjene u prirodi supstrata.

Utjecaj koncentracije vodikovih iona. Krivulje na si. 5 prikazuju
tipinu ovisnost enzimske aktivnosti od />H-vrijednosti. (Za pH
v. Elektricna mjerenja, TE 3,
str. 643.) Kako se vidi, postoji
odredena pH-vrijednost, tzv.
pH-optimum, pri kojoj je aktiv-
nost enzima (pocetna brzina
enzimske reakcije) maksimalna.
Maksimum moze biti viSe ili
manje izrazen, a moZe i dege-
nerirati u uZzi ili Siri plato, tj.
moze postojati veci ili manji
interval “H-vrijednosti kod ko-
jih je aktivnost enzima mak-
simalna. (Nekise . enzimiponaSaju atipi¢no, oni nemaju pH-
-optimum, nego im aktivnosts pH-vrijednoS¢u raste do odredene
vrijednosti od koje dalje ostaje konstantna.) Za vecinu poznatih
enzima pH-optimum je u neutralnom ili slabo kiselom podrucju;
ekstremne vrijednosti imaju neki piobavni enzimi, npr. pepsin
1,5--*2,5, tripsin 7,5---10.

Utjecaj temperature. Kao svim kemijskim reakcijama, tako i
enzimskim reakcijama brzina raste s porastom temperature usli-
jed porasta kinetiCke energije molekula koje reagiraju. Enzim-
skim reakcijama, medutim, brzina raste s temperaturom samo do
odredenog maksimuma, a pri daljem poviSenju temperature
aktivitet naglo pada zbog sve vece toplinske denaturacije bje-
lan€evina enzima, tj. naruSavanja njihove tercijarne strukture.

SI. 5. Dijagram ovisnosti aktivnosti
enzima o pH-vrijednosti
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Toplinska inaktivacija enzima razmjerna je temperaturi i
vremenu djelovanja tako da optimalna temperatura ovisi i 0
trajanju pokusa: to je niza Sto pokus dulje traje. Temperaturni
optimum Zzivotinjskih enzima cesto je blizu temperature tijela,
za biljne enzime moze biti izmedu 60 i 70 °C; iznimno, za mikro-
organizme koji su se prilagodili Zivotu u vrué¢im prirodnim vrelima,
optimalna temperatura moze lezati €ak i blizu 100 °C. Toplinska
postojanost enzima, a time i optimalna temperatura, ovisi inace
o mno$tvu faktora; na primjer, ona ie veéa kad je koncentracija
enzima niska, pH-vrijednost optimalna, vlaznost mala; prociséeni
enzim u koncentriranoj otopini ekstremnog pH toplinski je vrlo
osjetljiv.

Djelovanje niskih temperatura. Brzina kemijskih reakcija, koja s povisenjem
temperature raste, sa sniZavanjem temperature, dakako, opada. Ali kad se enzimi
pothlade na temperature ispod to¢ke smrzavanja vode, ili kad se voda dijelom
izdvaja smrzavanjem, nastupa niz pojava — one sve i nisu ni dovoljno poznate
ili objaSnjene — koje Cesto ne dopustaju da se na osnovi Arrheniusova zakona
0 ovisnosti brzine reakcije o temperaturi sa sigurno3¢u predvidi da li ¢e hladenje
na nisku temperaturu ili smrzavanje prekinuti djelovanje enzima. Ponekad se
odstupanje_od Arrheniusova zakona pokuSava tumaciti promjenama u konfor-
maciji enzimske molekule. Izmrzavanje moze na djelovanje enzima utjecati i
neizravno: uslijed porasta koncentracije ostalih otopljenih tvari (soli, inhibitora
1dr.) moze doé¢i do potpune ireverzibilne ili reverzibilne inaktivacije enzima,
ali su primijeceni i slucajevi iznenadujuceg porasta aktivnosti enzima u nekim
djelomiéno smrznutim sistemima. (To se tumaci, medu ostalim, i heterogenom
katalizom na plohama kristala leda.)

Sa sigurnos¢u se moze ocekivati potpuni prekid djelovanja enzima ako se
otopina ohladi ispod eutekti€ne temperature, te se time cijeli sistem potpuno
imobilizira u ¢vrstom stanju.

Pri odmrzavanju enzimi ponovo imaju priliku za brzo djelovanje, jer je
struktura smrznutog pa odmrznutog bioloskog materijala manje ili vise oSte-
¢ena, te dolazi do dodira izmedu prije razdvojenih sastojaka sistema (enzima i
supstrata), a enzim, koji smrzavanjem nije bio oSte¢en, gotovo se u cijelosti
reaktivira. Stoga je odmrznuti materijal jo$ podloZniji promjenama nego in-
taktni. Pri skladiStenju smrznutog materijala posebno su nepoZeljne i opasne
oscilacije temperature u Sirem rasponu (s lokalnim odmrzavanjem); taj je mo-
ment naro€ito vazan pri dugotrajnijem skladistenju pokvarljivog materijala na
niskim temperaturama.

Djelovanje vlaznosti. Ponalanje enzima u bezvodnim siste-
mima toliko je razli¢ito od njihova ponaSanja u prisutnosti vode
da bi se moglo govoriti 0 posebnoj »kemiji enzima u ¢vrstom sta-
nju«. Utjecaj vlage na aktivnost suhih enzima nije detaljnije i
sustavnije ispitan, ali se iz proteinske prirode enzima i iz studija
bjelancevina i nukleinskih kiselina moze zakljuciti da vlaga moze
na suhe enzime djelovati dvojako: moZze izazvati njihovo oStecenje,
a mozZe ih i zaStititi od oStecenja.

Djelovanje ioniziraju¢eg zracenja. lIzloze li se enzimi ioni-
ziraju¢em zraCenju, oni se u vecoj ili manjoj mjeri dezaktiviraju,
ve¢ prema vrsti zraCenja i primljenoj dozi (v. Dozimetrija joni-
zujuéih zracenja, TE 3, str. 387). Brzina inaktivacije raste uglav-
nom linearno s dozom zracenja. Efekt zraCenja ovisan je, osim
0 dozi, i o mnoStvu drugih faktora. Opcenito vrijedi da osjetlji-
vost enzima prema zracenju naglo raste sa stupnjem prociS¢enja.
Tako su, npr., enzimi u namirnicama — gdje su prisutne i mnoge
druge tvari — daleko manje osjetljivi od djelomicno ili potpuno
procidcenih preparata enzima. U djelomi€no ili potpuno osuSe-
nim sirovinama ili namirnicama enzimi su vrlo otporni prema io-
nizirajuéem zra€enju. Tako se, npr., djelovanjem doze od 2,5 Mrad,
koja inace ima sterilizirajué¢i ucin, dijastatska i alfa-amilazna
aktivnost slada gubi tek u neznatnoj mjeri; to moze biti i od prak-
ticnog znaCenja. Enzimi su manje otporni prema zracenju kad je
prisutan uzduh nego u vakuumu.

Toplina i zraCenje djeluju sinergisti¢ki, tj. njihov zajednicki
ucinak veci je nego suma pojedina¢nih uc¢inaka. To moze biti
vazno u eventualnoj primjeni ionizirajuéeg zracenja pri konzervi-
ranju namirnica: kombinacijom djelovanja topline i zraenja sma-
njuje se doza potrebna za inaktiviranje enzima koji mogu uzro-
kovati kvarenje.

Dezaktiviranje enzima kemijskim djelovanjem. Prisutnost odre-
denih metala u molekuli metaloproteinskih enzima prijeko
je potrebna za djelatnost enzima. loni u otopini koji vezu te me-
tale mogu vise ili manje specificno »otrovati« enzime, tj. potpuno
1ireverzibilno im oduzeti aktivnost. Vrlo je poznat primjer blo-
kiranje fermenta disanja, koji sadrZzi Zeljezo, cijanidnim ionima
CN~. Enzime, opet, kojima aktivnost ovisi o slobodnim grupama
SH truju, obrnuto, metalni ioni (Cu- ili Hg-ioni). Sumpor-
-dioksid (ion HSO3s- ili SO32-) mehanizmom koji nije sasvim ob-
jaSnjen potpuno inaktivira sve enzime (stoga se upotrebljava, npr.,
kao konzervans za vino i voéne sokove). Tvari koje tvore helatne
komplekse s ionima metala, npr. etilen-diamino-tetraoctena Ki-
selina (EDTA), mogu enzime inaktivirati, ako se veZzu za metal
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u aktivnom podru€ju enzima, ili spreCavati inaktiviranje, ako
vezu metalne ione u otopini koji blokiraju enzim. (Vise o aktiva-
torima i inhibitorima enzimske djelatnost v. dalje.)

Kao bjelanCevine, enzimi se inace dezaktiviraju i svim re-
akcijama koje ih denaturiraju ili kemijski modificiraju.

Specifi€nost enzima, tj. pojava da svaki enzim mozZe djelo-
vati samo na odredeni supstrat ili na grupu srodnih supstrata
(supstratna specifiCnost), odn. katalizirati samo odredenu reakciju
tog supstrata (reakcijska specifi€nost) pripisuje se podudarnosti
prostorne strukture enzima i supstrata Sto ga enzim moZe akti-
virati. Pri spajanju enzima E i supstrata S u kompleks ES mole-
kule supstrata moraju pristajati u molekulu enzima »kao klju¢
u bravu« (E. Fischer). Prostorna konfiguracija supstrata mora biti
takva da atomi supstrata mogu bar na tri tocke interakcije (Berg-
mann i Frutton 1941) reagirati s aktivnim funkcionalnim grupama
enzima. Skup toCaka interakcije izmedu enzima i supstrata naziva
se aktivnim podru¢jem enzima. Buduci da je molekula supstrata
(odn. onaj dio molekule koji sudjeluje u kataliziranoj reakciji)
uvijek mnogo manja od molekule enzima, aktivno podrucje pred-
stavlja po pravilu vrlo mali dio ukupne molekule enzima. Za
ilustraciju re€enog (i ujedno kao primjer strukture visokomolekular-
nog enzima) prikazana je na si. 6 molekula enzima ribonukleaze

SI. 6. Ribonukleaza A. Fosfatna grupa (P)

pokazuje polozaj aktivnog centra. Disulfidni

mostovi prikazani su dvostrukim slomljenim
linijama

A. Na slici se vidi da je polipeptidni lanac te globularne bjelance-
vine pomocu Ccetiri disulfidne veze sklupcan tako da molekula
ima (na slici lijevo u sredini) dubok usjek, u kojemu se nalazi
aktivno podrucje enzima. U taj usjek pristaje molekula supstrata,
ribonukleinske kiseline, Ciju hidrolizu enzim Kkatalizira. Tocke
interakcije enzima sa supstratom, koje su uslijed sklup¢anosti po-
lipeptidnog lanca jedna blizu druge, duz polipeptidnog lanca mogu
biti jako udaljene jedna od druge, npr. ostaci aminokiselina br. 12 i
br. 121.

U stvaranju aktivnog podruc¢ja sudjeluju ponekad atomske
grupe razlicitih polipeptidnih lanaca, zatim koenzimi (prostetske
grupe enzima) i/ili ionski kofaktori. Selektivnim povezivanjem
supstrata na aktivhom podrucju stvara se jedinstveni kompleks
unutar kojeg se zbivaju kemijske reakcije (preraspodjela elektrona,
prekidanje postojec¢ih i stvaranje novih kovalentnih veza itd.);
te se reakcije zavrSavaju otcjepljivanjem nastalih produkata i re-
generacijom aktivnog podru¢ja enzima.

Prema novijoj teoriji induciranog prilagodivanja (induced fit, Koshland),
koju potvrduje ispitivanje Phillipsa i suradnika na lisozimu, aktivno podrucje
nije preformirano u molekuli slobodnog enzima, nego se stvara ad hoc, tj. sup-
strat ne pristaje od samog pocetka u enzim kao klju¢ u bravu, nego se polipep-
tidni lanci itd. enzima tek nakon poéetnog slabog vezanja supstrata uz enzim,
kao supstratom privuceni, pomicu tako da se reaktivne grupe na njima pri-
blize odgovaraju¢im atomima supstrata.
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Navedena teorija specificnosti ¢ini razumljivom reakcijsku
specificnost i supstratnu specifiCnost enzima. Prema strukturi
aktivnog podrucja enzima, razliciti enzimi aktiviraju isti supstrat
za razliCite reakcije (supstratna specifi¢nost) ili selektivno aktivi-
raju za istu vrst reakcije razliCite supstrate (reakcijska specific-
nost.)

Primjer za reakcijsku specifi¢nost je djelovanje razli¢itih enzima na amino-
kiseline: oksidazama one se oksidativno dezaminiraju,dekarboksilazama se dekar-
boksiliraju, a transaminazama im se amino-grupa prenosi na drugu karbonsku
kiselinu:

Oksidaza
SH1H.0 »R—C—COOH+NH3
H 9
R—C— COOH DS R—CH—NH2
I -
NH,

Transaminaza
+ HOOC:- CIVCO-COOH J

[Uzgred receno, dekarboksilaze i transaminaze imaju isti koenzim, S$to
pokazuje da je nosilac reakcijske specificnosti apoenzim, a koenzim zapravo
djeluje kao »kosupstrat« (v. dalje Koenzimi).]

Primjer za supstratnu specificnost predstavlja stericna specifi¢nost, tj. spe-
cificnost u odnosu prema opticki aktivnim stereoizomerima: neki enzimi iste
reakcijske specifi¢nosti cijepaju samo jedan od dva moguca stereoizomera (op-
ticka antipoda), a na drugi ne djeluju (ili djeluju mnogo slabije), ili, obrnuto,
pri biosintezi opticki aktivnog spoja iz opti¢ki neaktivnih supstrata kataliziraju
postanak samo jednog od dva mogucéa stereoizomera. lzraz je supstratne speci-
finosti inate sama Cinjenica da postoji mnogo oksidaza, dekarboksilaza itd.,
od kojih svaka djeluje samo na odredene supstrate ili grupe supstrata.

Enzimi mogu imati vrlo razli¢ite stupnjeve supstratne spe-
cificnosti. Neki su razmjerno slabo specifi€ni (npr., neke hidro-
laze djeluju na mnogo razli€itih supstrata), drugi djeluju na razno-
vrsne supstrate koji sadrze odredene grupe atoma (takvu gru-
pnu specifi¢nost imaju, npr., a-galaktozidaza i /?-glukozidaza, koje
cijepaju sve a-galaktozide, odn. jS-glukozide, ali ne odgovarajuce
/?-, odn. a-spojeve)treca skupina enzima, opet, obuhvaéa enzime
koji djeluju samo na jedan jedini supstrat @@psolutna specifi¢nost).

Enzimska inhibicija. Tvari koje koCe enzimsku djelatnost,
inhibitori enzima, imaju izuzetno vaznu ulogu u normalnom me-
tabolizmu zivih bi¢a, u biokemijskim istraZzivanjima, u toksi-
kologiji, u farmakologiji i medicini, u tehnici.

Netko je rekao da je Zivot niz katalitickih reakcija reguliranih genima.
Da bi se te Zivotne reakcije mogle regulirati, tj. uskladiti medu sobom i usmje-
ravati prema potrebama organizma, pored enzimi, koji te reakcije ubrzavaju,
treba da djeluju i tvari koje katalizirane reakcije u potrebnoj mjeri usporavaju
time $to inhibiraju, koce, enzimsku djelatnost. Na taj se nacin brzine uzastopnih
reakcija u slijedu koji predstavlja normalni metabolic¢ki put uskladuju tako da se
uspostavlja stacionarno stanje. U biokemijskim istraZivanjima slijed reakcija u
metabolickim putovima odreduje se obi¢no tako da se jakim inhibitorom zakoci
djelovanje nekog specificnog enzima koji katalizira jednu od reakcija slijeda,
uslijed Cega se produkti prethodne reakcije (koji bi se zako€enom reakcijom brzo
razlagali) nagomilavaju u tolikoj koli¢ini da se mogu identificirati. Primjenom
inhibitora dobivene su vrijedne indicije o tome kakvim se kemijskim vezama
supstrat veze za enzim u kompleksu ES. Mnogi otrovi djeluju time Sto inhibiraju
enzime (npr., arsenati blokiraju neke enzimske reakcije sudjeluju¢i u njima
umjesto srodnih fosfata; nervni bojni otrovi blokiraju aktivno podrucje holin-
esteraze, koja je bitan faktor u prenosu nervnih impulsa; neki se inhibitori en-
zima proizvode u sve veéim kolicinama kao insekticidi); ispitujuci in vitro dje-
lovanje toksi¢nih tvari kao inhibitora pronalaze se protuotrovi. Neki lijekovi,
npr. sulfanilamidi i, vjerojatno, neki antibiotici, djeluju time $to inhibiraju bitne
enzime patogenih mikroorganizama. U nekim se postupcima konzerviranja
namirnica djelovanje Stetnih enzima koc¢i pogodnim inhibitorima.

MozZe se razlikovati viSe vrsta inhibicije enzima. Ako inhi-
bitor ko€i enzimsko djelovanje time $to reagira samo s enzimom
E (a ne i kompleksom ES) govori se o konkurentnoj ili kompetitiv-
noj inhibiciji zbog toga $to se u tom slucaju inhibitor natjeCe sa
supstratom za mjesto vezivanja na aktivnom podru¢ju enzima.
Buduéi da u tom natjecanju supstrat pobjeduje to viSe S$to mu
je koncentracija veéa, konkurentna se inhibicija moZe sma-
njiti ili sprijeCiti povecanjem koncentracije supstrata. Inhibitori
koji nisu konkurentni djeluju time S$to reagiraju ili samo s kom-
pleksom ES (u tom se slucaju govori o nekonkurentnoj ili nekom-
petitivnoj inhibiciji) ili pak reagiraju i sa slobodnim enzimom i s
kompleksom ES (nonkonkurentna ili nonkompetitivna inhibicija).
Inhibicija koja nije konkurentna ne moze se sprije€iti poveéanjem
koncentracije supstrata, ali nekonkurentni inhibitor djeluje sla-
bije na niskim koncentracijama supstrata (kad je manji dio en-
zima vezan u kompleksu) nego na visokim (kad je i koncentra-
cija kompleksa ES veca), a djelovanje nonkonkurentnog inhibitora
priblizno je jednake jakosti na svim koncentracijama supstrata
jer ovisi o ukupnoj koncentraciji enzima, i vezanog i slobodnog.
Po tim razlikama u ovisnosti inhibitorskog djelovanja o koncentra-
ciji supstrata moZe se utvrditi koja je vrsta inhibicije u danom

R—C—COOH -t-HOOC—CH —
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sluCaju posrijedi. Sl. 7 prikazuje kako se te razlike odrazavaju u
Lineweaver-Burkovu dijagramu.

Kao dalja vrsta inhibicije moZe se spomenuti inhibicija visSkom
supstrata. Kad je koncentracija supstrata vrlo velika, pored aktiv-
nog kompleksa ES moze se stvarati takoder neaktivni (ili mnogo
manje aktivni) kompleks ESS. U tom slu¢aju Michaelis-Men-
tenova krivulja (v. si. 2) ima maksimum na odredenoj optimalnoj
koncentraciji.

Posebna je vrsta enzimske inhibicije alosteri¢na inhibicija. Ta je inhibicija
specijalan slu€aj alosteri¢ne regulacije tzv. efektorima. To su tvari razmjerno male
molekulske tezine, koje se vezu za molekulu enzima na odredenom mjestu
izvan aktivnog podrucja i time, izgleda, modificiraju kvartarnu strukturu enzima
tako da se enzimu aktivnost smanjuje ili pove¢ava. Efektori su po svoj prilici
izvanredno vazni za metabolicke procese jer sluze njihovoj automatskoj regula-
ciji »povratnom vezom«: kad takvom efektoru kao krajnjem produktu meta-
bolitkog lanca reakcija koncentracija naraste iznad ili padne ispod normale,
to je znak da slijed reakcija protjece prebrzo, odn. presporo; efektor onda reagira
sa enzimom neke ranije reakcije u lancu i alostericnom inhibicijom ili aktiva-
cijom svodi brzinu te reakcije (atime i ostalih reakcija u lancu) na normalu.

SI. 7. Lineweaver-Burkov dijagram za razli-
Cite vrste inhibicije

Koenzimi. Kako je ve¢ receno, neki enzimi sastoje se, osim
od visokomolekularnog proteinskog dijela, i od niZzemolekular-
nog, neproteinskog, termostabilnog dijela zvanog koenzim ili
prostetska grupa enzima; taj dio enzima moZe s proteinskim
dijelom biti slabije ili ¢vrS¢e vezan; koenzim, odn. prostetska
grupa, svojim vlastitim aktivnim grupama sudjeluje u stvaranju
aktivnog podru€ja enzima, ali nije nosilac specificnosti enzima
(v. str. 337). Danas se zna da koenzim nije katalizator u smislu
klasi€ne definicije tog pojma, jer on u reakciji koju enzim katali-
zira ne ostaje nepromijenjen, nego se u toj reakciji kemijski mije-
nja. Tek drugom reakcijom, koja slijedi odmahiza prve, i u ko-
joj sudjeluje drugi supstrat, a katalizira je istiilidrugienzimski
protein, koenzim se regenerira. Kad se neproteinski dio od prote-
inskog moZe bez ireverzibilnog poniStavanja enzimske aktivnosti
odvojiti (tj. kad se (holo)enzim sastoji od apoenzima i koenzima),
koenzim se sa stanovi$ta reakcijskog mehanizma nacelno ne razlikuje
od supstrata, pa je opravdano predloZeno da se smatra kosupstratom.
Na primjer, reakcija prenosa vodika sa supstrata Si na supstrat
S2 katalizirana apoenzimima AEi i AE2 i koenzimom Co mozZe
se pisati

AEX

SiH24-Co —= S:
ae?
~N S22 ’Hz2 *f Co<
E,E2

SiH2+ S2 Si + S2H:2
Kao katalizator ukupne reakcije prenosa ne djeluje, dakle, je-
dan odredeni enzim, nego tek enzimski sistem sastavljen od dva
razliCita enzima Ei i E2, pri ¢emu zajednicki koenzim djeluje kao
prenosilac (si. 8). Kad je neproteinski dio enzima s proteinskim

Co-H2

S2 " CoH2

SI. 8. Koenzim kao prenosilac vodika supstrata Sj na

supstrat S2
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¢vrsto vezan kao prostetska grupa, ova moZe, jednako kao kosup-
strat, posredovati prijenos atoma ili atomske grupacije od supstrata-
-davaoca supstratu-primaocu, ostajuéi pri tom stalno vezana za
isti proteinski dio enzima (si. 9).

SI. 9. Prostetska grupa enzima kao prenosilac vodika
sa supstrata Sj na supstrat S2

Kemijski sastav i struktura koenzima. Gotovo svi koenzimi
sadrze kao bitnu sastojinu jednu ili vise fosfatnih grupacija Ce-
sto vezanu u obliku nukleozidfosfata ili nukleotida. (Nukleo-
zidom se naziva organska baza vezana s nekim monosaharidom
pomocu N-glikozidne veze, v. si. 10.) Kao organske baze, u sastavu
nukleozida, pojavljuju se, npr., derivati piridina, pirimidina, purina,
pteridina; Secerni je sastojak nukleozida (monosaharid) gotovo
uvijek ista pentoza: riboza. Na si. 10 prikazana su, primjera
radi, dva nukleozida koji se pojavljuju kao sastojci koenzima.

NHO

H—c¢ —OH
i
H—C—OH
| Ribitol
H—C—OH
|
HjC—OH
Riboflavin
(Vitamin B2

SI. 10. Tri tipi¢na sastojka koenzma

VazZna je spoznaja da su neki vitamini (gotovo uvijek vitamini
grupe B) sastojci nekih koenzima (v. Vitamini). Na si. 10 pri-
kazana je struktura riboflavina (vitamina B2)3 sastojka tzv.
flavoproteina (»zutih fermenata«), prostetske grupe mnogih aerob-
nih oksidaza (npr. glukoze oksidaze).

NK Adenin

0 o] o

Il [ I
ch,—0—p—o0o”~"p—o0”"p—OH

o0 0© 0©

Fosfatne grupacije

SI. 11. Adenozin-trifosfat (ATP)

Vitamine organizam ne moze sam izgraditi, nego ih mora primati izvana u
hrani. Neke avitaminoze, bolesti koje se pojavljuju kad u hrani nema dovoljno
vitamina, uzrokovane su oc€ito time Sto tijelo ne mozZe izgraditi prijeko potrebne
koenzime koji sadrze te vitamine.

SI. 11 prikazuje, kao primjer, strukturu adenozin-trifosfata
(ATP), nukleozida razmjerno jednostavne strukture, koji ima u
organizmu vaznu ulogu »spremistax za kemijsku energiju.
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Kad se veze oznacene u si. 11 valovitom crtom (~) cijepaju, oslobada se
velika energija, koju su molekule ATP pri svojoj izgradnji uzele od energije
oslobodene metabolizmom hranila i »uskladiStiie«. Pomocu ATP kemijska se
energija hrane prenosi na molekule koje sudjeluju u endotermnim reakcijama
(bolje re¢i: endergonim reakcijama, tj. reakcijama u kojima je promjena slo-
bodne energije pozitivna).

Imobilizacija enzima. Studij pojedinih intracelularnih enzima
oteZan je time Sto se oni nakon izdvajanja iz stanice nalaze u stanju
razli€itom od prirodnog: dok su u stanici redovito imobilizirani
(nepokretni) na nekoj podlozi i Cesto jedan od drugog odvojeni
polupropusnim membranama, nakon izdvajanja nalaze se u raz-
rijedenoj otopini i medu sobom izmijeSani; u tom stanju oni su
po pravilu nestabilni. Da bi se u vodi topljivi enzimi mogli ispi-
tivati u stanju blizem prirodnom, u laboratoriju su izradene me-
tode kojima se njihove molekule ¢;mobiliziraju, tj. udruZzivanjem s
nekim ¢&vrstim netopljivim tijelom prisiljavaju na to da se zadrZe
u ograni¢enom dijelu prostora. Uskoro se pokazalo da je imobili-
zacija enzima presudno vazna i za primjenu enzima u procesnoj
tehnici: njome ne samo da su postali nacelno primjenljivi i intra-
celularni enzimi nego je uopce postala moguéa ekonomicna pri-
mjena u velikom mijerilu Cistih enzima kao izvanredno aktivnih
i selektivnih katalizatora.

Cisti enzimi i enzimski sistemi previde su skupi da bi se mogli upotrijebiti
u procesnoj tehnici onako kako se danas upotrebljavaju sirovi i malo procisceni
preparati (ukoliko ne ulaze u konacni produkt, ti se preparati nakon jednokratne
upotrebe inaktiviraju ili uklanjaju i odbacuju). Imobilizacijom enzima stvorena
je mogu¢nost da se oni upotrebljavaju ponovljeno (kad se proces izvodi u 3ar-
zama) ili trajno (ako je proces kontinuiran), tj. onako kako se u procesnoj teh-
nici upotrebljavaju drugi ¢vrsti katalizatori za heterogenu katalizu.

Enzimi su se imobilizirali u laboratoriju ovim postupcima:
fizickom ili kemijskom adsorpcijom na razli€ite podloge, kovalent-
nim vezanjem enzima za topljive ili netopljive polimere, poprec-
nim povezivanjem (umrezavanjem) proteinskih molekula enzima,
zatim uklapanjem enzimskih molekula u neki gel (hladetinastu
masu), membranu ili mikrokapsule.

Kao podloge za adsorpciju enzima upotrijebljeni su poroz-
no staklo, kvare, bentonit, kaolinit, drveni ugljen, silika-gel,
celuloza, za kemisorpciju (ionsko vezanje) ionoizmjenjivatke smo-
le, karboksi-metilceluloza (CM-celuloza), dietil-aminoetilceluloza
(DEAE-celuloza), Sephadex (sintetski polimer na bazi polisaha-
rida dekstrana). Enzimi su adsorpcijom po pravilu reverzibilno
vezani dosta slabim vezama. Kovalentno vezanje enzima uz Evrstu
podlogu jamacno ¢e se za tehni¢ke svrhe najvise upotrebljavati.
Ono se ostvaruje posredstvom kemikalija koje povrSinu nosioca
kemijski modificiraju tako da se molekule enzima za nju mogu
kovalentno vezati. Npr., ako se karboksilna grupa CM-celuloze
(odn. metilkarboksilna grupa njezina metilnog estera) ili amidna
grupa poliakrilamida djelovanjem hidrazina i natrijum-nitrata
pretvori u azidnu, za tu se grupu molekula bjelanCevine jednom
svojom aminskom grupom moZe ¢&vrsto vezati. Uklapanje enzima
u hladetinastu masu, koja sprefava velike molekule enzima da
difundiraju k supstratu, ali dopuSta malim molekulama supstrata
da dopru do enzima, obi¢no se postize tako da se enzim i mo-
nomer nosioca otope u vodi pa nosilac polimerizira u prisutnosti
nekog sredstva za umreZavanje. Takvim ili slicnim nac¢inom uklop-
ljeni su enzimi u poliakrilamid ili 3krob, i takoder dobivene polu-
propusne membrane u koje su uloZeni enzimi. | za tehniku vrlo
zanimljiva modifikacija tog postupka je mikroinkapsulacija, okla-
panje mikroskopskih kapljica enzimske suspenzije u organskoj
tekuéini tankom polupropusnom membranom. Dobivene mikro-
kapsule u neku ruku predstavljaju umjetne stanice. Intermolekular-
nim popre€nim vezanjem (stvaranjem mostova medu molekulama,
umreZavanjem) moze se ucvrstiti ili uopée ostvariti veza izmedu
nosioca i nekih na njegovoj povrSini adsorbiranih enzima. Tako
je npr. imobiliziran papain s pomocu glutaraldehida.

Imobilizacija enzima je osnova na kojoj se konstituirala nova grana tehnike:
enzimsko inZenjerstvo. Na jedan od goie navedenih nacina mogu se imobilizirati
enzimi na nosiacima u obliku granula, plo¢a, membrana, vlakana, mikrocijevi,
mikrokapsula i dr., pa na osnovi tako ¢mobiliziranih enzima konstruirati reaktori
razlicitih tipova (v. str. 344).

Imobilizirani enzimi Cesto su stabilniji od slobodnih, a mogu
imati i izmijenjena svojstva (drugi pH-optimum, drugu Micha-
elisovu konstantu, drugu supstratnu specificnost i dr.).

U tome se naziru moguénosti manipuliranja enzimima radi
dobivanja katalizatora za odredene svrhe. Dalju perspektivhu mo-
guénost predstavlja proizvodnja imobiliziranih multienzimskih
sistema za provodenje viSestepenih reakcija jednim prolazom sup-
strata kroz reaktor.
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Podjela i nomenklatura enzima. U ranom periodu razvoja
enzimologije davana su enzimima imena bez sistema, vecinom
s nastavkom na -in (tripsin, pepsin, emulzin); neka od njih i danas
su u upotrebi. Kasnije su se, prema predlogu Duclauxa (1898), ime-
na enzima tvorila uz pomo¢ nastavka -aza (po uzoru na ime »dija-
staza«); taj se nastavak dodavao ili imenu reakcije 3to je enzim
katalizira (npr. pektin-depolimeraza depolimerizira pektin) ili
imenu supstrata Sto ga enzim (hidrolitiCki) cijepa (proteaze cije-
paju bjelanCevine, esteraze estere, fosfataze estere fosforne Kkise-
line, lipaze cijepaju masti, amilaze Skrob, pektinaze pektin, itd.).

Internacionalna unija za biokemiju izdala je 1961 preporuku
(revidiranu 1965 i 1967) za racionalnu nomenklaturu enzima.
U toj nomenklaturi, koja se osniva na klasifikaciji enzima §to je
Unija istovremeno predlaZze, nastavak -aza dodaje se iskljucivo
grupnom imenu reakcije koju enzim katalizira, i to samo imenu
6 reakcijskih grupa na koje je Unija podijelila sve enzimske reak-
cije (i prema tome takoder enzime): 1. oksidoredukcijske reakcije
kataliziraju oksidoreduktaze'3 2. reakcije prijenosa (transfera)
atomskih grupa — transferaze; 3. reakcije hidrolize — hidrolaze\

4. reakcije razgradnje (lize) — lijaze; 5. reakcije izomerizacije
— izomerazei 6. reakcije spajanja dviju molekula na racun ener-
gije uskladiStene u nukleozid-trifosfatu ATP (v. gore) — ligaze

ili sintetaze. Ako enzimi 4. grupe (lijaze) kataliziraju razgradnji
suprotnu reakciju, sintezu, mogu se nazivati »sintazama«. Da
se te sintaze ne bi zamjenjivale sa »sintetazama«, enzimima grupe
6., Unija preporuCa da se umjesto »sintetaza« kaZe »ligazax (lat.
ligo vezem).

Grupe se dalje dijele na podgrupe i potpodgrupe prema tabl. 1.

Sistemski naziv pojedinog enzima sastoji se od dva dijela:
imena supstrata na koji djeluje enzim (odn., ako djeluje na dva
supstrata ili supstrat i kosupstrat, njihova imena odvojena dvo-
tockom) i ime grupe koja ukazuje na prirodu reakcije Sto je enzim
katalizira.

U imenu enzima napisanom u preporuci Unije na engleskom jeziku, iz-
medu ta dva dijela imena nalazi se razmak, u skladu s engleskim pravopisom.
Prema naSem, kao i prema ruskom pravopisu, tu bi trebalo da se stavi crtica,
ali kako u imenu enzima moze biti i drugih crtica, ne bi bilo uvijek jasno gdje
svriava prvi, a po€inje drugi dio imena. Rusi su taj problem rijesili tako da iz-
medu oba dijela sistemskog imena enzima stavljaju neSto dulju crticu; taj je
nacin pisanja primijenjen i u ovom ¢lanku.

Klasifikacija Unije za biokemiju preporuca i indeksaciju (nu-
meraciju) enzima. Prema toj preporuci svaki enzim ima jednozna-
¢an indeks sastavljen od Cetiri broja odvojena tockama; to su re-
dom: brojevi grupe, podgrupe, potpodgrupe i redni broj indi-
vidualnog enzima u potpodgrupi. Npr.: Acetil-CoA—hidrolaza
3.1.2.1.; D-glukozo-6-fosfat: NADP+ —oksidoreduktaza 1.1.1.49
(Acetil-CoA je kratica za acetil-koenzim A, tzv. »aktiviranu octe-
nu kiselinuc, a NADP+ za nikotinamid-adenin-dinukleotidfosfat,
V. gore).

Buduéi da su ve¢ sistemska imena mnogih supstrata (prema
nomenklaturi Unije za Cistu i primijenjenu kemiju, IUPAC) duga
i sloZena, sistemski su nazivi mnogih vaznih enzima vrlo nezgrapni.
Stoga preporuka Unije za takve enzime navodi i kraca, radna ili
trivijalna imena. Takva radna imena enzima imaju Cesto nastavak
-aza dodat imenu supstrata na koji enzimi djeluju ili imenu re-
akcija razlicitih od onih Sest koje su gore navedene. Tako se, npr.,
enzim koji se starim imenom nazivao invertaza ili saharaza, a
ima sistemski naziv /?-D-fruktofuranozid —fruktohidrolaza, in-
deks 3.2.1.26, naziva krac¢e /?-fruktofuranozidaza, a /?-D-glukoza:
oksigen —oksidoreduktaza, 1.1.3.4, krae se naziva glukoze
oksidaza. Kao radno ime u nekim se izuzetnim slu€ajevima
za enzime koji imaju i sistemski naziv preporu¢a, uz skraceni
sistemski naziv, takoder staro trivijalno ili po nekom drugom
sistemu sastavljeno ime, npr. lisozim, ali po pravilu se takva
trivijalna imena (kao sukraza, saharaza, invertaza, maltaza,
laktaza itd.) ne preporucaju. Medutim, neki enzimi kojima
nacin djelovanja jo$ nije dovoljno poznat (to su u prvom redu
peptid-hidrolaze podgrupe 3.4.4., kao pepsin, renin, tripsin, pa-
pain, ficin, bromelain, keratinazd) i u sistemu Unije imaju ta
stara imena, jer im se sistemski nazivi jo§ ne mogu dati.

Najnovije (1972), dopunjeno i umnogome izmijenjeno izdanje preporuka
u vezi s nomenklaturom i klasifikacijom enzima izdala je udruzena Komisija
za biokemijsku nomenklaturu Internacionalne unije za &istu i primijenjenu
kemiju (IUPAC) i Internacionalne unije za biokemiju (1UB). Uvazivsi
prigovor stavljen iz prakse da su sistemska imena enzima Cesto previSe
duga i zamrSena da bi se mogla upotrebljavati kao nazivi za neki enzim
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1.

Podgrupe (n = 1---14) i potpodgrupe u grupi 1jesu:

11

1.2

13

14

15

1.6

17

18

19

1.1

ENZIMI

Tablica 1

KLASIFIKACIJA, NUMERACIJA | NOMENKLATURA ENZIMA

Oksidoreduktaze tvore sistemsko ime prema
shemi »donor-akceptor—oksidoreduktaza«. Na
podgrupe se dijele prema prirodi donora, a
na potpodgrupe prema akceptoru. Pri tom
odredenim akceptorima u numeraciji pripadaju
u svim podgrupama iste brojke i to:

I.n.I  Akceptor je NAD+ ili NADP+

2 Akceptor je citohrom

.3 Akceptor je Oz

4 Akceptor je disulfidnispoj

5 Akceptori su kinoni ili njima srodni
spojevi

1.n.6 Akceptor je neka dusi¢na grupa

i.n.l Akceptor je Zeljezno-sumporni protein
l.w.99 Koriste se drugim akceptorima

Djeluju na grupu CH—OH donora
Potpodgrupe su: 1.1.1, 1.1.2, 1.1.3, 1.1.99.
Djeluju na aldehidnu ili ketonsku grupu donora

Potpodgrupe su: 1.2.1, 122, 123, 124,
1.2.7, 1.2.99.

Djeluju na grupu CH—CH donora
Potpodgrupe su: 131, 132, 133, 137,
1.3.99.

Djeluju na grupu CH—NH 2 donora
Potpodgrupe su: 1.4.1, 1.4.3, 1.44.

Djeluju na grupu C—NH donora
Potpodgrupe su: 1.5.1, 1.5.3, 1.5.99.
Djeluju na NADH ili NADPH kao donor

Potpodgrupe  su: 1.6.1,1.6.2, 1.6.4, 165,
1.6.6, 1.6.7, 1.6.99.

Djeluju na druge dusi¢ne spojeve kao donore
Potpodgrupe su: 1.7.2,1.7.3, 1.7.7, 1.7.99.
Djeluju na sumporne grupe donora

Potpodgrupe su: 1.8.1,1.8.2, 1.8.3, 1.8.4,
185, 1.8.6, 1.8.7, 1.8.99.

Djeluju na grupe hema u donorima
Potpodgrupe  su: 1.9.3,1.9.6, 1.9.99.

0 Djeluju na difenole ili srodne spojeve kao
donore

Potpodgrupe su: 1.10.2, 1.10.3.

1.11 Djeluju na H20 2 kao akceptor

1.1

2 Djeluju na vodik kao donor
Potpodgrupe su: 1.12.1, 1122, 1.12.7.

1.13 Djeluju na pojedinaéne donore uz ugradivanje

11

11
11

i
HN
~

molekularnog kisika (oksigenaze)
Potpodgrupe jesu:

1.13.11 Ugraduju se dva atoma Kkisika
1.13.12 Ugraduje se jedan atom Kkisika
1.13.99 Razli¢iti (treba ih dalje karakterizirati)

4 Dijeluju na sparene donore uz ugradivanje
kisika. Kad nije drukcije reCeno (potpodgrupe
1.14.11 i 1.14.12) kataliziranom se reakcijom
ugraduje jedan atom Kkisika. Potpodgrupe
jesu:

1.14.11 Jedan je donor 2-oksiglutarat, a po
jedan atom kisika ugraduje se u
oba donora

1.14.12 Jedan je donor NADH ili NADPH,
a dva atoma kisika ugraduju se u
jedan od donora

1.14.13 Jedan je donor NADH ili NADPH,
a ugraduje se jedan atom kisika

1.14.14 Jedan je donor reducirani flavin ili
flavoprotein

1.14.15 Jedan je donor reducirani Zeljezno-
sumporni protein

1.14.16 Jedan je donor reducirani piridin
1.14.17 Jedan je donor askorbat
1.14.18 Jedan je donor neki drugi spoj
5 Djeluju na superoksidne radikale kao akceptore
6 Oksidiraju metalne ione
Potpodgrupa je 1.16.3
Djeluju na grupe —CH2—
Potpodgrupe su: 1.17.1, 1.17.4

2. Transferaze tvore sistemsko ime prema shemi:

21

»donor-akceptor-prenesena grupa—transferaza.
Podgrupe i potpodgrupe jesu:

Prenose jednouglji¢ne grupe

2.1.1 Metiltransferaze

2.1.2 Hidroksimetil-, formil- i srodne trans-
feraze

2.1.3 Karboksil- i karbamoid-transferaze

2.1.4 Amidinotransferaze

22
2.3

24

2.

(&)

2.

o

2.

u

2.8

3.

Prenose aldehidne ili ketonske ostatke

Aciltransferaze
2.3.1 Aciltransferaze
2.3.2 Aminoaciltransferaze

Glikoziltransferaze

2.4.1 Heksoziltransferaze

2.4.2 Pentoziltransferaze

2.4.99 Prenose druge glicerozilne grupe

Prenose alkilne ili arilne grupe razlicite od
metilnih

Prenose dusicne grupe
2.6.1 Aminotransferaze
2.6.3 Oksiminotransferaze

Prenose grupe koje sadrze fosfor

2.7.1 Fosfotransferaze s alkoholnom grupom
kao akceptorom

2.7.2 Fosfotransferaze s karboksilnom grupom
kao akceptorom

2.7.3 Fosfotransferaze s dusicnom grupom
kao akceptorom

2.7.4 Fosfotransferaze s fosfatnom grupom
kao akceptorom

2.7.5 Fosfotransferaze s regeneracijom donora
(izgleda da kataliziraju intramolekularne
prenose)

2.7.6 Pirofosfotransferaze

2.7.7 Nukleotidiltransferaze

2.7.8 Prenose druge supstituirane fosfatne
grupe

2.7.9 Fosfotransferaze sa sparenim akceptorima

Prenose grupe koje sadrze sumpor

2.8.1 Sulfidtransferaze

2.8.2 Sulfotransferaze

2.8.3 CoA-transferaze

Hidrolaze tvore sistemsko ime prema shemi:
»supstrat—hidrolaza«. Priroda reakcije se po-

nekad poblize oznatuje prefiksima: (amido-
hidrolaze, fosfohidrolaze itd.). Podgrupe i pot-
podgrupe jesu:

31

3.2.

33

3.4

35

3.6

3.7

3.8

3.9

Djeluju na esterske veze

3.1.1 Hidrolaze estera karbonskih kiselina
3.1.2 Hidrolaze tiolnih estera

3.1.3 Hidrolaze monoesteri fosforne Kiseline
3.1.4 Hidrolaze diestera fosforne Kkiseline
3.1.5 Hidrolaze trifosfornih monoestera
3.1.6 Hidrolaze estera sumporne Kkiseline
3.1.7 Hidrolaze difosfornih monoestera
Djeluju na glikozilne spojeve

3.2.1 Hidrolaze O-glikozilnih spojeva

3.2.2 Hidrolaze N-glikozilnih spojeva

3.2.3 Hidrolaze S-glikozilnih spojeva

Djeluju na eterske veze

3.3.1 Hidrolaze tioeteni

3.3.2 Hidrolaze eteri

Djeluju na peptidne veze

3.4.11 a-Aminoacilpeptidhidrolaze

3.4.12 Hidrolaze peptidilaminokiseline ili
acilaminokiseline

3.4.13 Dipeptidhidrolaze

3.4.14 Dipeptidilpeptidhidrolaze

3.4.15 Peptidildipeptidhidrolaze

3.4.21 Serinproteinaze

3.4.22 SH-proteinaze

3.4.23 Kiselinske proteinaze

3.4.24 Metalo-proteinaze

3.4.99 Proteinaze nepoznatog katalitickog
mehanizma

Djeluju na veze C—N razlic¢ite od peptidnih

3.5.1 u linijskim amidima
3.5.2 u ciklickim amidima
3.5.3 u linijskim amidinima
3.5.4 u ciklickim amidinima
3.5.5 u nitrilima

3.5.99 u drugim spojevima

Djeluju na anhidride kiselina
3.6.1 na anhidride koji sadrZe fosforil

Djeluju na veze C—C

3.7.1 u ketonskim tvarima
Djeluju na haloidne veze

3.8.1 u C-haloidnim spojevima
3.8.2 u P-haloidnim spojevima

Djeluju na veze P—N

3.10 Djeluju na veze S—N
3.11 Djeluju na veze C—P

4. Lijaze tvore sistemska imena tako da se pre-
fiksima (hidro-, amono-, karboksi-, itd.) i
imenom supstrata oznauje priroda reakcije
kojom se nehidrolitski uklanja grupa iz sup-
strata ostavljaju¢i dvostruke veze (ili adiraju
grupe na dvostruke veze). Podgrupe i potpod-
grupe jesu:

4.1 Lijaze ugljik-ugljik

411 Karboksi-lijaze

4.1.2 Aldehid-lijaze

4.1.3 Lijaze oksikiselina

4.1.99 Druge lijaze ugljik-ugljik
4.2 Lijaze ugljik-kisik

421 Hidro-lijaze

4.2.2 Lijaze koje djeluju na polisaharide

4.2.99 Druge lijaze ugljik-kisik
4.3 Lijaze ugljik-dusik

43.1 Amono-lijaze

4.3.2 Amidin-lijaze

4.4 Lijaze ugljik-sumpor

4.5 Lijaze ugljik-halogen

4.6 Lijaze fosfor-kisik

4.99 Druge lijaze

5. lzomeraze tvore sistemska imena uz upo-
trebu prefiksi kojima je oznacena priroda re-
akcija izomerizacije Sto ih one kataliziraju
(cis-trans, keto-enol, itd.). Podgrupe i potpod-
grupe jesu:

51 Racemaze i epimeraze

5.1.1 Djeluju na aminokiseline i njihove

derivate

5.1.2 Djeluju na hidroksikiseline i njihove
derivate

5.1.3 Djeluju na ugljikohidrate i njihove
derivate

5.1.99 Djeluju na druge spojeve
5.2 Cis-trans-izomeraze
5.3 Intramolekularne oksidoreduktaze
5.3.1 Pretvaraju aldoze u ketoze i obratno

5.3.2 Pretvaraju keto-grupe u enolne grupe
i obratno

5.3.3 Premjestaju veze C=C
5.3.4 PremjeStaju veze S—S

5.3.99 Druge intramolekularne oksidore-
duktaze

5.4 Intramolekularne transferaze
5.4.1 Prenose acilne grupe
5.4.2 Prenose fosforilne grupe
5.4.3 Prenose amino-grupe
5.4.99 Prenose druge grupe

5.5 Intramolekularne lijaze

5.99 Druge izomeraze

6. Ligaze (sintetaze) tvore sistemsko ime prema
shemi X-Y—ligaze (tvori ADP), gdje su X i Y
molekule ¢ije vezanje enzim Kkatalizira, a u
zagradi je oznaka fosfata u koenzimu Cija se
pirofosfatna veza kataliziranom rekcijom kida.
Podgrupe i potpodgrupe jesu:

6.1 Tvore veze C—C

6.1.1 Ligaze koje tvore aminoacil-tRNA i
srodne spojeve

6.2 Tvore veze C—S

6.2.1 Kiselinsko-tiolne ligaze
6.3 Tvore veze C—N
6.3.1 Kiselinsko-amonija¢ne ligaze (amid-
-sintetaze)
6.3.2 Kiselinsko-aminokiselinske ligaze (pep-
tid-sintetaze)
6.3.3 Cikloligaze
6.3.4 Druge C—N-ligaze
6.3.5 C—N-ligaze s glutaminom kao amido-
-N-donorom
6.4 Tvore veze C—C
6.5 Tvore fosfatno-esterske veze

Tumac kratica: ADP, — adenozin-5'-difosfat;
CoA — koenzim A; DNA — deoksiribonukleinska

kiselina; NAD+ (NADH) — oksidirani (reducirani)

nikotinamid-adenin-dinukleat; NADP~* (NADPH)

— oksidirani (reducirani) nikotinamid-adenin-
-dinukleat-fosfat; RNA — ribonukleinska Kise-

lina; tRNA — transfer-RNA.



ENZIMI

svaki put kad se on spominje (npr. u nekom ¢lanku koji o njemu radi), ta
komisija sad preporuta da se upotrebljava kao naziv za enzim prvenstveno
naziv koji je gore spomenut kao »radni, a sistemski naziv, kojim je to¢no
oznaceno kojoj grupi neki enzim pripada i koju reakciju katalizira, da se u
€lanku i si. o njemu navede bar jedanput. U popisu enzimS naveden je taj
radni naziv, kao »preporuceni naziv« na prvom mjestu, ispred sistemskog, a
za tvorenje preporucenih naziva po jedinstvenim nacelima sastavljene su po-
sebne preporuke.

Neka stara imena koja Unija ne preporuca ipak se u praksi i literaturi cesce
susrecu. Kad se u ovom ¢lanku takva imena budu upotrijebila, stavit ¢e se medu
navodne znakove, npr. »inveitaza«, »saharaza«.

Industrijska proizvodnja enzima i njihova upotreba

Enzimi se ve¢ stolje¢éima upotrebljavaju kao katalizatori bio-
kemijskih reakcija u kuc¢anstvu, obrtu i industriji, ali za tu svrhu

upotrebljavani preparati bili su donedavna ili sirove i neciste
smjese enzima izoliranih iz materijala Zivotinjskog i biljnog pori-
jekla, ili zive stanice mikroorganizama (gljivica i bakterija) koje

su izazivale reakcije (vrenja, fermentacije) svojim intracelularnim
i ekstracelularnim enzimima. Tek u posljednjih desetak-dvadesetak

i Cistih enzima, koji sve viSe zamjenjuju i klasi€ne enzimske prepa-
rate i neenzimske katalizatore, a nalaze primjenu i za izvodenje
novih reakcija u industriji.

PosSto je nedavno poSlo za rukom totalno sintetizirati jedan
enzim (ribonukleazu, v. str. 334) i konstruirati aparaturu koja
tu sintezu izvodi automatski, nema sumnje da ¢e se u blizoj ili
daljoj buduénosti sintetski proizvoditi enzimi, ili bar spojevi s
enzimskom djelatno$¢éu (»modeli« ili »analozi« enzima) i kemijski
modificirani prirodni enzimi. Danas, medutim, enzimi se indu-
strijski dobivaju isklju¢ivo s pomocéu Zivih stanica.

J. Takamine je ve¢ g. 1894 patentirao postupak proizvodnje dijastatskih
enzima iz gljivica, ali upotreba njegovih preparata u industriji alkohola nije se
odrzala jer je uzrokovala neugodan miris i okus proizvoda. Rohm je 1908 poka-
zao da se enzimi iz guSterace (pankreasa) mogu upotrijebiti za mekSanje si-
rove koze prije Stavljenja, i kozarska je industrija taj enzimski postupak brzo
prihvatila. Isto tako su pivovare prihvatile upotrebu proteolitskih enzima za
spreavanje zamucivanja ohladenog piva izluéenim bjelan¢evinama, prema
patentu Wallersteina (1911). Upotreba tripsinskih enzima pri pranju tekstila,
koju je predlozio Rohm 1913, u veéoj se mjeri uvela samo u Evropi, i to samo za
namakanje rublja.

U pocetku tridesetih godina ovog stolje¢a uvedena je upotreba pektinaza
za bistrenje voénih sokova. Upotreba gljivicnih enzima za pripremu slatkih
sirupa razvila se za vrijeme drugog svjetskog rata, potaknuta oskudicom Secera,
i dovela je u USA do proizvodnje sve veceg broja raznovrsnih sirupa. U po-
Cetku pedesetih godina uvedeni su u pekarstvo enzimi industrijski proizvedeni
s pomoc¢u mikroba. Stari prijedlog da se gljivicni enzimi primijene u industriji
alkohola ponovo je na se svratio paznju za vrijeme drugog svjetskog rata,
ali tek proizvodnjom gljivicne amiloglukozidaze (dekstrin —6-a-glukozidaze
3.2.1.33), potkraj Sezdesetih godina, postala je upotreba gljivicnih enzima u
alkoholnoj industriji povoljnija od upotrebe slada.

U posljednjih tridesetak godina veoma se prosirilo znanje o prirodi i djelo-
vanju enzima, umijece izoliranja i procis¢avanja pojedina¢nih enzima i tehnika
njihove imobilizacije radi upotrebe enzima kao katalizatora u reaktorima razli-
¢itih tipova. Uslijed toga postaju realne mnoge zamisli i spekulacije o primjeni
vide ili manje Cistih enzima u industriji, analitici i medicini, pa je ozivjela djelat-
nost ispitivanja ostvarljivosti tih potencijalnih primjena a time i razvijanja
postupaka proizvodnje pojedinih Cistih enzima.

Proizvodnja industrijskih enzima obuhvaéa izbor i selekcio-
niranje organizma s pomocu kojeg ¢e se proizvoditi Zeljeni en-
zim; povecanje proizvodnje enzima u izabranom organizmu izazi-
vanjem mutacije, hibridizacijom i si.; umnoZavanje organizma,
odn. izazivanje povecane proizvodnje enzima u njemu stvaranjem
optimalnih uvjeta za to; odvajanje enzima od organizma u koje-
mu je proizveden; koncentraciju, procisavanje i stabilizaciju
enzima, imobilizaciju enzima; standardizaciju enzimske aktivnosti
u kona¢nom proizvodu (formulaciju). (U proizvodnji odredenog
industrijskog enzima ne primjenjuju se po pravilu svi ti postupci,
ali obavezno neki od njih.)

Pri nabrajanju postupaka $to ih obuhvaca proizvodnja industrijskih enzima
imala se u vidu prvenstveno proizvodnja enzima s pomocu mikroorganizama,
tipina za modernu enzimsku tehnologiju. Ali i postupci dobivanja enzima iz
Zivotinjskih i biljnih sirovina mogu se svesti pod nabrojene postupke. Npr.
za proizvodnju slada, kao preparata amilaze, izabire se pogodan organizam (zrno
je€ma, p3enice i si.) kao potencijalni proizvoda¢ tog enzima; hibridizacijom se
odgajaju sorte biljke kojima plodovi proizvode vise trazenog enzima; stvara-
njem pogodnih uvjeta za klijanje zrna (namakanjem, grijanjem, prozracivanjem,
dodavanjem stimulatora) izaziva se stvaranje enzima; suSenjem proklijalog zrna
(»zrelog slada«) stabilizira se enzim.

Razlozi zbog kojih se mikroorganizmi (mikrobi: plijesni, jednostani¢ne
gljivice, bakterije) prvenstveno upotrebljavaju u proizvodnji enzima jesu ovi:
selekcijom, hibridizacijom, mutacijom mogu se dobiti organizmi koji obilno
proizvode prvenstveno trazene enzime u ekonomski povoljnom supstratu;
mikrobi se brzo razmnozavaju te se iz male koli¢ine cjepiva (inokuluma) mogu
za kratko vrijeme uzgajati goleme koliine biomase; odredenim reZzimom is-
hrane, rasta i razmnozavanja mikroba, primjenom mehanizama indukcije i
inhibicije razli€itih enzima, moZe se optimirati sadrZaj trazenog enzima u biomasi.

Selekcija radnog organizma. Selekcijom se nastoje izolirati
stanice organizma koji ¢e, razmnozen u velikom mjerilu, proiz-
voditi traZeni enzim u Sto CiS¢em stanju uz $to manje troSkove.
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Prva odluka pri tom bit ¢e da li selekcijom izolirati organizam
koji proizvodi intracelularni enzim (koji ostaje i djeluje u stanici)
ili ekstracelularni (koji se u stanici proizvodi i onda kroz stani¢nu
membranu izbacuje u okolnu sredinu). Intracelularni enzim ima
prednost da je koncentriran u tkivu koje se moze lako izdvojiti iz
prevrele komine, ali nedostatak da ga nije uyijek lako iz stanice
izdvajati i odvojiti od drugih sastojaka stanice. Ekstracelularni
u razrijedenoj otopini Cija koncentracija mozZe iziskivati prilicne
troSkove.

Vecina danas proizvodenih industrijskih enzima jesu ekstracelularni [medu
razmjerno malobrojnim intracelularnim industrijskim enzimima je /3-fruktofu-
ranozidaza (»invertaza«) iz kvasca]; medutim, uz uvjet da se razviju metode za
njihovu ekonomi€nu proizvodnju i primjenu, intracelularni enzimi imaju
dobru perspektivu za primjenu kao industrijski katalizatori, s obzirom na to
da su to veéinom enzimi koji kataliziraju sinteze spojeva iz jednostavnijih sa-
stojaka, za razliku od ekstracelularnih enzima, koji mahom kataliziraju kemijske
reakcije razgradnje.

Druga svojstva koja se traze od radnih organizama jesu da
imaju stabilne karakteristike prinosa enzima, proizvodnje spo-
ra i uvjeta za razvoj, da se Sto lakSe filtriraju, centrifugiraju ili
dezintegriraju (ako treba), da ne proizvode otrovne ili inafe ne-
poZeljne nusproizvode i da se razmnoZavaju i rastu na jeftinim sup-
stratima.

Selekcioniranom organizmu mogu se svojstva dalje pobolj3a-
ti mutacijom. Za to postoje razliCite tehnike, kojima je prinos
enzima s pomocu odredenih mutanata mikroorganizama poveéan
na dvostruko, desetorostruko, stostruko, pa i mnogo viSe, u od-
nosu prema polaznom organizmu. Znatno povecanje proizvodno-
sti mikroorganizama postignuto je, npr., upotrebom ultravio-
letnog svjetla i nitrogenskih iperita kao mutagena. Mutacijom,
kao i hibridizacijom, dobiva se niz novih sojeva, koji se ponovo
probiru. Proizvodali po pravilu drZze u tajnosti kojim sojem mikro-
organizma proizvode neki enzim i na koji su na¢in do njega dosli,
pa je o tome mnogo toga tehni¢koj javnosti nepoznato.

Biotehnologija enzima. Enzimi se mahom industrijski
proizvode u aparaturi koja je i inaCe svojstvena kemijskoj tehno-
logiji i biotehnologiji drugih proizvoda, npr. namirnica.

Sl. 12 prikazuje kombiniranu shemu proizvodnje enzima i en-
zimskih preparata iz biljnih i Zivotinjskih sirovina, te uz pomoc¢
mikroba.

Izvori enzima. Pod tim naslovom lijevo u shemi navedene su
sirovine Zivotinjskog i biljnog porijekla, te biomase, dobivene
razli¢itim nainima umnoZavanja mikroba, koje sluZe kao izvori
enzima.

Sirovine Zivotinskog porijekla jesu mahom Zlijezde s unu-
tradnjim luCenjem, koje se dobivaju od Zivotinja zaklanih u in-
dustrijskim klaonicama. To su nusprodukti klaonica pa je nji-
hova raspoloZljivost ograniCena prometom klaonica. Da se spri-
jeCi gubitak enzimske aktivnosti, taj materijal treba nakon klanja
brzo ukloniti i odmah za$tititi smrzavanjem ili liofilizacijom (su-
Senjem smrznutog materijala sublimacijom vode u vakuumu).
Sirovine biljnog porijekla jesu ili biljno tkivo (dijelovi biljaka)
ili sok biljaka. Biljke se, dakako, u nacelu, mogu uzgajati u Ze-
ljenim koli€inama, ali kako se mnoge biljke koje daju sirovine za
enzime uzgajaju prvenstveno radi ploda, a za proizvodnju enzima
se upotrebljavaju nusproizvodi, tj. drugi dijelovi biljke, koli¢ine
biljnih sirovina raspolozivih za proizvodnju enzima po pravilu
su takoder ogranicene.

Mikrobi razmnoZzeni da bi sluzili kao sirovina za proizvod-
nju enzima i enzimskih preparata dobivaju se industrijski na
jedan od dva nacina: povrSinskim uzgojem radnog organizma
ili dubinskim (submerznim) uzgojem. Po povrSinskoj metodi,
kojom se najviSe uzgajaju plijesni, mikroorganizmi se razmnazaju
na povrsini ovlazenih mekinja ili zrna riZe, koje su ili razastrte (uz
dodatak hranjivih tvari i soli) na plitkim tavama u tankom sloju
kroz koji (ili preko kojeg) se tjera struja zraka, ili zgrnute na hrpe
u debelom sloju, ili se u okretnim bubnjevima prebacuju u kon-
taktu sa zrakom. Pri dubinskoj metodi mikroorganizmi se uzgajaju
u dubokim posudama (zvanim fermentori) unutar tekucine koja se
mijeSa uz provodenje zraka.

Fermentori u kojima se proizvodi biomasa kao izvor enzima
u nacelu se ne razlikuju od aparata upotrebljavanih za proved-
bu fermentacija u drugim granama biotehnologije, npr. od fer-
mentora opisanog u Clanku Antibiotici, TE 1, str. 305. U istom
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Clanku na istom mjestu prikazani su ukratko i postupci selekcije,
Cuvanja sojeva mikroorganizama, pripreme hranjivih podloga i
inokuluma te problematika industrijske fermentacije, koja je u
naCelu ista u proizvodnji antibiotika i u proizvodnji enzima.
Fermentacija se moZe danas provoditi i kontinuiranim postupkom,
ali se jo$ uvijek u industriji provodi mahom diskontinuirano
(na Sarze) jer je na taj nacin lak3a kontrola vrlo osjetljivog pro-
cesa i manji je rizik ekonomskih gubitaka u sluCaju da nastane
infekcija kulture neZeljenim mikroorganizmima.

Uvjeti koji pogoduju brzom rastu mikroorganizama ne moraju biti oni isti
koji pogoduju obilnijoj proizvodnji enzima u njihovim stanicama. U novije
vrijeme upoznata je korisna uloga tvari koje, dodate kulturi, stimuliraju (»induk-
cijom«) proizvodnju enzima u stanicama mikroorganizama. Za tu se svrhu upo-
trebljavaju supstrati enzima, produkti enzimske djelatnosti, povrSinski aktivne
tvarl.

Suhi sirovi produkti. Preparati koji sadrze enzime u najmanje
Cistom stanju dobivaju se time $to se sirovina, po potrebi usitnje-
na, izmijeSa (ev. uz dodatak inertnih sastojaka za razrjedenje
radi podeSavanja aktivnosti preparata) i osuSi. Dovedena en-
zimi su se industrijski primjenjivali mahom u tom obliku, a u

ENZIMI

ba prije toga dezintegriranjem osloboditi enzim iz stanica.) Filtrat,
kojemu se po pravilu dodaju sredstva za stabilizaciju i konzervi-
ranje enzima, predstavlja razrijedeni tekuc¢i enzimski produkt.
Takav produkt, koncentriran isparavanjem vode u vakuumu ili
reverznom osmozom, daje koncentrirani teku¢i enzimski produkt.
Tekuéi enzimski produkti upotrebljavaju se za raSkrobljavanje u
industriji tekstila i za bistrenje voénih sokova.

Koncentrirani suhi enzimski produkti. Tekuci enzimski produkt
isparen do suha pod blagim uvjetima (po pravilu rasprSivanjem
u struji toplog zraka, v. Sudenje), ili iz njega taloZzenjem izluceni,
centrifugiranjem odvojeni pa osuSeni €iS¢i enzim, usitnjen i pro-
mijeSan uz dodatak suhih stabilizatora i inertnih sastojaka za raz-
rjedenje, daje suhe standardizirane enzimske produkte. Iz kon-
centriranih otopina mogu se zasad uglavnom samo laboratorij-
skim specijalnim metodama, npr. ultrafiltracijom, elektroforet-
skim frakcioniranjem (v. Clanak Elektrokineticke operacije, TE 4,
str. 400) ili kromatografijom (v. Kromatografija), dobiti frakcio-
nirani produkti, pa i Cisti enzimi.

STANDARDIZACIJA

1ZVORI ENZIMA EKSTRAKCIJA FILTRACIJA KONCENTRACIJA TALOZENJE SUSENJE STABILIZACIJA
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SI. 12. Proizvodnja enzima i enzimskih preparata
nekim se proizvodnjama jo$ uvijek u tom obliku upotrebljavaju. Koncentrirani suhi enzimski produkti zahtijevaju mnogo

Danas su takvi suhi sirovi produkti takoder poluproizvodi iz
mogu se kao primjeri takvih preparata navesti sirovi papain,
osuleni mlijecni sok (lateks) iz nezrelog ploda tropske palme
Carica papaya; suSene »pljesnive mekinje« dobivene povrSinskim
uzgojem mikroorganizama i suSena biomasa dobivena dubinskim
uzgojem.

Tekuéi enzimski produkti.
preparata, takvi suSeni meduprodukti ili (v. si. 12) nesuSeno usit-
njeno Zivotinjsko tkivo, biljno tkivo i povrSinske kulture mikro-
organizama na vlaznom supstratu ekstrahiraju se vodom i otopina
ekstrakta filtrira filtar-preSom uz upotrebu pomoénog sredstva
(v. Filtracija). Biljni sokovi se izravno filtriraju pod tlakom, a
prevrela komina s biomasom dobivenom dubinskom metodom
prethodno se odvoji od biomase filtriranjem bubnjastim vakuum-
-filtrom. (Ako je posrijedi dobivanje intracelularnog enzima, tre-

paznje u upotrebi (pomno doziranje, dovoljno mijeSanje itd.).
Potrosaci stoga vole preparate toliko razrijedene inertnim ma-
terijalom da imaju aktivnost potrebnu za odredenu primjenu.
Priprema takvih preparata odredene aktivnosti naziva se stan-
dardizacijom ili formulacijom.

Vrste industrijskih enzima i njihova primjena

Enzimi iz sirovina Zivotinjskog i biljnog porijekla upotre-
bljavaju se odavna u razmjerno velikim koli€¢inama. Mnogi od
njih upotrebljavat ¢e se vjerojatno i u buducnosti, jer su zbog
svojih specifi€nih svojstava naroCito pogodni za svrhe kojima
sluze, a predstavljaju Cesto, u stvari, jeftine nusprodukte drugih
proizvodnja. Ali zbog rastu¢e potraznje za tim enzimima sve
se vise osje¢a da je njihova sirovinska baza preuska, te njihova
proizvodnja postaje skuplja, pa je sve viSe stimulirana proizvodnja
industrijskih enzima istih svojstava iz mikroorganizama, proizvod-
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nja koja daje enzime u prakticki neogranic¢enim koli¢inama i ima
druge prednosti, koje su gore navedene (v. str. 341). Osim kao za-
mjena za enzime Zzivotinjskog i biljnog porijekla, industrijski
enzimi iz mikroorganizama (mikrobni enzimi) ve¢ sada se upo-
trebljavaju za kataliziranje nekih procesa koji su se prije provodili
bez pomodi enzima ili se uopc¢e nisu provodili, a s razvojem »en-
zimskog inZenjerstva« njihova ¢e uloga u tehnici postati sve veéa
i sve vaZnija.

Industrijski enzimi
zamjena mikrobnim enzimima.
proizvode industrijski enzimski preparati
iz guSterate (pankreasa) svinje, goveda i ovce {pankreatski
preparati) koji sadrze proteaze (enzime koji cijepaju bjelan-
Cevine) i lipaze (enzime koji cijepaju masti), uz amilaze
(enzime Kkoji cijepaju Skrob). Za veéinu svrha upotrebljavaju
se siroviji preparati, za medicinskesvrhe proizvodi se i
Cis¢a proteaza tripsin. Najstarija je industrijska primjena pan-
kreatskih preparata za mek3anje sirove koZe; zate svrhe se i
danas pretezno upotrebljavaju takvi preparati, ali se ve¢ i zamje-
njuju proteazama proizvedenim uz pomo¢ plijesni Aspergillus
flavus oryzae i bakterije Bacillus subtilis. Pankreatski preparati
propisuju se kao lijek pacijentima s pankreatskim smetnjama ili
nakon operativnog uklanjanja pankreasa. | u toj primjeni mogli
bi se ti preparati zamijeniti kombinacijom enzima iz mikroorgani-
zama B. subtilis, A. flavus oryzae i A. niger. Pankreatski preparati
sastojci su sredstava za uklanjanje tvrdokornih mrlja u Cistionica-
ma tekstila. Aktivnost takvih preparata obi¢no se povecava dodat-
kom amilaze, proteaze i lipaze mikrobnog porijekla. Pankreatski
preparati kao sredstva za namakanje rublja, patentirani ve¢ 1913,
nisu se mogli odrzati kao sredstva za pranje jer ne podnose visoke
temperature i pH-vrijednosti primijenjene u ciklu pranja.

»Animalna dijastaza«, pankreatski preparat s povecanim sa-
drzajem a-amilaze, enzima koji hidrolizira Skrob, upotrebljava
se za raSkrobljivanje i za pripremu preparata za Skrobljenje u
tekstilnoj industriji; za istu svrhu upotrebljavala se i amilaza iz
slada, a danas se u preteZznoj mjeri za te svrhe upotrebljava amilaza
iz B. subtilis, koja je toplinski stabilnija.

Lipaza (triacilglicerol—acilhidrolaza 3.1.1.3) koja se, osim
iz pankreasa, dobiva i iz Zlijezda slinovnica teleta, iz Zlijezda
jareta i s pomocu plijesni, upotrebljava se u sirarstvu, pa kao
sastojak sredstava za poboljSanje probave, kao dodatak sto¢noj
hrani, u obradi otpadnih voda, i dr. Proteaze tripsin 3.4.21.4 i
himotripsin 3.4.21.1 upotrebljavaju se u farmaceutskim prepa-
ratima (npr. sredstvima za poboljSanje probave), za mekSanje
mesa, kao dodatak sto€noj hrani i hrani za Zivad i si. Za sli€ne
svrhe upotrebljava se i pepsin 3.4.23.1/2. Pepsin iz Zelu€ane sluznice
svinja upotrebljava se i za bistrenje piva. Pred mikrobnim prote-
azama ima u toj primjeni prednost §to mu je />H-optimum nizak
(1,8-*2,2). Hijaluronoglukozidaza (hijaluronat—4-glikanohidro-
laza 3.2.1.35/36) proizvodi se iz testisa (muSke spolne Zlijezde)
goveda i upotrebljava se u medicini (v. str. 344).

Iz jetre i krvi Zivotinja proizvode se preparati katalaze (hi-
drogen-peroksid :hidrogen-peroksid —oksidoreduktaze 1.11.1.6),en-
zima Koji katalizira raspad vodik-peroksida na vodu i Kisik, tj.
njegovu istovremenu oksidaciju (dehidrogenaciju) na kisik i re-
dukciju (dezoksigenaciju) na vodu. Katalaza se proizvodi takoder
uz pomo¢ mikroba i upotrebljava se u prehrambenoj industriji
(pivo, sir, hladna sterilizacija mlijeka), za bijeljenje tekstila i krzna,
u industriji koze i gume (proizvodnja pjenaste gume), u farmaceut-
skoj industriji i industriji kozmetike.

Renin (3.4.23.4, himozin), proteolitski enzim sirila, preparata
dobivenog ekstrakcijom iz Cetvrtog Zeluca (»siriStax) mladih pre-
Zivaca (najvise teladi, a rjede jagnjadi i jaradi) koji se hrane samo
mlijekom, upotrebljava se uvelike za gruSanje mlijeka (»podsira-
vanje«) u proizvodnji sira. On hidrolizom pretvara kazein u para-
kazein, koji se u prisutnosti kalcija taloZi u obliku elasti¢ne gru-
Sevine (koagulata). Tek u novije vrijeme dobiveni su industrijski
enzimi mikrobnog porijekla (npr. iz Endothia parasitica i Mucor
pusillus) koji mogu zamijeniti sirilo u proizvodnji sira a da mu ne
kvare aromu.

Industrijski enzimi biljnog porijekla i njihova zamjena
mikrobnim enzimima. Najvazniji enzimi koji se proizvode iz
biljnih sirovina navedeni su u nastavku.

Zivotinjskog porijekla i njihova
U najve¢im se koli¢inama
Zivotinjskog porijekla
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Amilaze iz Zitarica najSire su upotrebljavani industrijski
enzimi. Amilaze u sladu vec se stolje¢ima upotrebljavaju u proiz-
vodnji piva, a dugo se upotrebljavaju i u proizvodnji alkohola
vrenjem iz Skrobnih sirovina. U tim primjenama slada imaju vaznu
ulogu i intracelularna a-amilaza (1,4-a-D-glukan—glukanohidrola-
za 3.2.1.1.), koja Skrob hidrolizom prevodi u topljivi dekstrin, i
ekstracelularna ~-amilaza (1,4-a-D-glukan —maltohidrolaza 3.2.1.2),
koja dekstrin hidrolizira u maltozu, Secer koji podlijeZze alkohol-
nom vrenju djelovanjem enzima iz kvaSCevih gljivica. Prevodenje
Skroba u otopinu moZe se izvesti i amilazom iz B. subtilis, analog-
nom a-amilazi. (Manje pogodna je amilaza iz plijesni jer je top-
linski manje stabilna.) Prevodenje dekstrina u Se€er mozZe se
provesti amilo-1,6-glukozidazom  (dekstrin—6-a-glukozidazom
3.2.1.33) iz plijesni A. niger ili Rhizopus oryzae. Taj enzim proiz-
vodi glukozu umjesto maltoze, i to s boljim iskoristenjem dekstrina,
pa je stoga iscrpak alkohola veci kad je komina pripremljena mi-
krobnim enzimom nego kad je pripremljena sladom. Mikrobni
je enzim osim toga otporniji prema infekciji bakterijama i prema
niskom pH. U proizvodnji alkoholnih pi¢a upotrebljava se mahom
slad jer im daje pozeljnu aromu.

Amilaze iz zitarica upotrebljavaju se u pekarstvu kao dodaci
brasnu. U braSnu obi¢no ima dosta ~-amilaze, ali premalo a-ami-
laze da bi se dovoljno brzo razvijao C 02 alkoholnim vrenjem.
Stoga se ponekad brasnu u mlinu dodaje 0,25¢¢¢0,5% a-amilaze
u obliku mljevenog slada, da bi se oStec¢eni Skrob u tijestu gotovo
potpuno pretvorio u Seéer. U modernoj pekarskoj praksi dodaje
se tijestu a-amilaza iz A. flavus oryzae da bi se ubrzalo vrenje i da
bi kruh dobio pozZeljna svojstva (kao: lijepu boju kore, elasti€nu
sredinu). Mikrobni enzimski preparati pogodniji su nego slad
kao dodaci tijestu jer se mogu proizvesti s velikom aktivnoS¢u i
bez proteaze, ili s predodredenim sadrzajem proteaze, a manje su
onecis¢eni bakterijama nego slad.

Druge primjene enzima u kojima su mikrobne amilaze zamije-
nile sladnu (kao i animalnu) jesu raskrobljivanje tekstila i priprema
sredstva za Skrobljenje tekstila. Za te svrhe upotrebljavaju se naj-
CeS¢e amilaze iz B. subtilis jer su otpornije prema poviSenoj tem-
peraturi i jeftinije se proizvode nego amilaze iz plijesni.

Industrijske proteaze biljnog porijekla: papain, bromelain i
(u manjoj mjeri) ficin, upotrebljavaju se u prehrambenoj industriji
za bistrenje hladenog piva i za mekSanje mesa, a u farmaceutskoj
industriji kao sastojci sredstava za olakSanje probave. (Kad se
pivo ohladi ispod odredene temperature, ono se zamuti od izlu€enih
bjelanCevina; dodate proteaze te bjelancevine razgraduju i time
pivo izbistre.) Papain se dobiva iz mlijecnog soka plodova, lis¢a
i debla tropske palme Carica papaya, a bromelain iz ploda i drugih
dijelova tropske zeleni ananas (Ananas sativus, A. comosus, Bro-
melia ananas). Ficin, dobiven iz mlije€nog soka smokve {Ficus
carica), upotrebljava se za iste svrhe u znatno manjoj mjeri, vje-
rojatno zbog toga $to jako djeluje na nativni protein i Sto je teSko
njime rukovati. Proteaze iz plijesni A. flavus oryzae i, u manjoj
mjeri, iz bakterije B. subtilis upotrebljavaju se umjesto proteaza
ili kao proteaze biljnog porijekla u svim njihovim primjenama,
ali papain se danas jo$ ipak najviSe upotrebljava.

Lipoksigenaza (linoleat: oksigen—oksidoreduktaza 1.13.11.12,
»lipoksidaza«), koja se dobiva iz braSna soje (Glycine hispida, Soja
hispidd), spada u oksigenaze : katalizira oksidaciju nezasi¢enih ulja na
njihove perokside. Upotrebljava se za bijeljenje pSeni¢nog brasna.
lako mnogi enzimi iz plijesni jednako djeluju na prirodne pig-
mente u braSnu, oni dosad nisu mogli istisnuti biljnu lipoksidazu
iz upotrebe.

Ureaza (urea—amidohidrolaza 3.5.1.5), enzim Kkoji katali-
zira rastvaranje mokracevine (uree, karbamida) na ugljik-dioksid
i amonijak, obilno prisutna naro€ito u mahunarkama, dobiva
se iz vrste graha Canavalia ensiformis, a sluZzi u klinickoj kemij-
skoj analizi pri odredivanju sadrzaja mokracevine u krvi.

Drugi enzimi mikrobnog porijekla koji se industrijski
proizvode navedeni su u nastavku.

A-Fruktofuranozidaza (~-D-fruktofuranozid —fruktohidrolaza
3.2.1.26, »invertaza«) iz pivarskog kvasca (gljivicA Saccharomyces
cerevisiae i S. carlsbergensis), enzim koji katalizira inverziju saharoze
na glukozu i fruktozu, na trziStu je kao industrijski enzim za pri-
mjenu u proizvodnji bonbona i invertnog 3ecera. (Invertni Secer
teze kristalizira nego obicni, saharoza.)
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»Pektinaze« (poligalakturonaza: poli-(l,4-a-poligalakturonid) —
glikanohidrolaza, indeks 3.2.1.15; pektinesteraza: pektin—pektil-
-hidrolaza, indeks 3.1.1.11; pektat-lijaza: poli-(l,4-a-D-galakturo-
nid) —lijaza, indeks 4.2.99.3, »pektat-transeliminaza«) cijepaju pek-
tine, polisaharide koji se nalaze u stani¢nim stijenkama i medusta-
ni¢nim slojevima kopnenih biljaka, mogu tvoriti voluminozne gelove
(hladetinaste mase), a sadrZe kao glavne sastojke polimere D-galak-
turonske kiseline i njenog metilnog estera. Dobivaju se iz razliCitih
vrsta plijesni rodova Aspergillus i Penicillium a upotrebljavaju se
kao sredstva koja u industriji voénih sokova olak3avaju bistrenje, fil-
traciju i koncentraciju sokova; omogucavaju takoder pripravu i
skladiStenje koncentriranih voénih sokova na niskim temperatura-
ma, njihov transport bez geliranja i razredivanje na svakom pogod-
nom mijestu i u svako vrijeme. Pektinaze poveéavaju takoder
iscrpak mosta u proizvodnji vina i ubrzavaju proces starenja.
Upotrebljavaju se i pri obradi zelenog kavinog zrna da se ubrza
skidanje Zelatinoznog omotaca na kavinom plodu. (Prirodna fer-
mentacija moZe pokvariti kvalitet kavinog zrna.)

Glukoze oksidaza Q3-d-glukoza : oksigen--oksidoreduktaza
1.1.3.4) katalizira oksidaciju glukoze na glukonsku kiselinu i
istovremeno vode na peroksid vodika H20 2. Proizvodi se iz
plijesni A. niger i P. notatum. Upotrebljava se u kemijskoj analizi
za dokazivanje i odredivanje glukoze (npr. za dijagnozu Seéerne
bolesti), a u prehrambenoj industriji za uklanjanje malih koli¢ina
glukoze ili kisika, pri ¢emu treba da bude prisutna i katalaza koja
rastvara nastali vodik-peroksid. Upotrebljava se, npr., za uklanjanje
glukoze iz bjelanjka prije suSenja jaja (u proizvodnji jaja u prahu)
i za uklanjanje malih koli¢ina kisika zaostalog u hermeti¢ki zatvore-
nim limenkama s namirnicama. (U limenku se umecée paketi¢ sa
glukozom, oksidazom i katalazom.)

Amilo-1, 6-glukozidaza (dekstrin—6-a-glukozidaza 3.2.1.33),
iz Aspergilus niger i Rhizopus oryzae gotovo kvantitativno
pretvara Skrob u glukozu, te se upotrebljava u novije vri-
jeme u industrijskoj proizvodnji glukoze. Smjese te glukanohi-
drolaze s amilazom iz A. oryzae, ili ta amilaza sama, upotrebljavaju
se za proizvodnju razli¢itih vrsti sirupa iz kukuruznog Skroba,
koja je proizvodnja u USA vrlo raSirena. Glukoze izomeraza pre-
tvara glukozu u fruktozu, koja je mnogo slada od nje. U Japanu,
gdje je ponuda obi¢nog Secera (saharoze) ograni€ena, izraden je na
toj osnovi postupak za proizvodnju slatkog sirupa koji moze slu-
Ziti kao zamjena za saharozu. Po tom postupku sad rade i neki
proizvodaci sirupa u USA.

Razvijanje proizvodnje proteolitiCkih enzimskih preparata stabilnih na
visokom pH u prisutnosti fosfata i drugih sastojaka detergenata i na tempera-
turi do 60 °C iz dubinske kulture selekcioniranih sojeva B. subtilis (1963/64)
stvorilo je veliko trziste enzimskih dodataka detergentima i dalo poticaj jacanju
industrije enzima uopce. Ta primjena enzima znatno je ograniCena u najno-
vije vrijeme, kad se pokazalo da »enzimi« dodavani detergentima, u stvari ve-
¢inom vrlo necisti autolizati bakterija, mogu sadrzati otrove i izazivati alergije.
Reklama koja je pratila uvodenje »bioloSkog pranja« popularizirala je enzime,
ali je stim rasirenije bilo nakon spomenutih otkriéa o upotrijebljenim enzimima
nepovjerenje izazvano prema enzimima uopce, Sto joS danas u tehnicki raz-
vijenim zemljama oteZzava primjenu enzima u nekim industrijama.

Enzimi kao lijekovi. U medicini se enzimi u lijeCenju upo-

trebljavaju uglavnom na dva nacina: ili se bolesniku daju (kroz
usta ili injekcijama) enzimi koje tijelo i samo proizvodi, ali u
nedovoljnoj koli€ini, ili se upotrebljavaju za razgradivanje tkiva,

lu€evina i si. Tako sredstva za olakSanje probave sadrze enzime
(amilaze, proteaze, lipaze i/ili celulaze) koji razgraduju sastojke
hrane; proteolitiCkim enzimima se selektivno razgraduje (di-
gerira) nepozeljno mrtvo, nekroti€no i uniSteno tkivo sa rana,
ozljeda, opekotina itd.; streptokinaza, streptodornaza, papain,
bakterijalne amilaze i proteaze upotrebljavaju se u sredstvima
protiv upala, streptokinaza i srodni enzimi takoder za rastvaranje
ugruSaka u krvi i za spreCavanje stvaranja novih ugruSaka; strep-
todornaza rastvara dezoksiribonukleoprotein, koji uvjetuje viskoz-
nost upalnog eksudata, te time smanjuje viskoznost gnojnog
eksudata i olakSava njegovu resorpciju i drenazu; hijaluronidaza
(buduéi da hidrolizira hijaluronsku kiselinu, koja €ini normalnu
barijeru za otopine uvedene u tkivo), ubrizgana istovremeno
s lokalnim anestetikom, omogucuje njegovo brzo Sirenje u tkivu;
penicilaza brzo razgraduje u tijelu pacijenta sav penicilin koji
je izazvao u njemu akutne alergi¢ne reakcije. Jo§ bi se mogle na-
vesti i druge primjene industrijskih enzima u medicini, od ko-
jih su samo neke ve¢ uvedene u Kklini¢ku praksu, a druge su tek
u stadiju ispitivanja.
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Enzimi u prehrambenoj industriji. Kako se moze raza-
brati iz prikaza primjene industrijskih enzima, ve¢ina njih upotreb-
ljava se u proizvodnji namirnica. Medutim, enzimi u prehram-
benoj tehnologiji imaju, pored te pozitivne uloge, i drugu, ne-
gativnu, te je u djelovanju prehrambenog tehnologa borba protiv
enzima bar isto tako vazna kao njihova primjena. Neki autohtoni
enzimi, tj. enzimi koji se od prirode nalaze u namirnicama, imaju
nepozeljno djelovanje na razlicite hranjive sastojke namirnice
(npr. hidrolaze, askorbat-oksidaza), na pigmente i boju u cjelini
(a-difenol-oksidaza, peroksidaza, klorofilaza), na teksturu (pekto-
liti€ki enzimi), na okus i miris (proteaze i dr.). Stoga je u toku
prerade namirnica Cesto potrebno te enzime inaktivirati. TipiCna
je toplinska inakdvacija enzima kratkotrajnim intenzivnim zagri-
javanjem mlijeka ili blanSiranjem (parenjem, furenjem) pri kon-
zerviranju voca, povréa, mesa, riba i mlije¢nih proizvoda. Blan3ira-
nje se obavlja prije onih operacija u kojima bi se (uslijed umjerenog
poviSenja temperature, intenzivnog dodira sa zrakom, itd.) pojacalo
djelovanje enzima. Opcenito uzevsi, enzimi su toplinski znatno
manje postojani nego mikroorganizmi; stoga pri klasi€nim postup-
cima sterilizacije toplinom nije potrebno posebno voditi rauna
0 njima. Ali kad se primjenjuje sterilizacija kratkotrajnim zagri-
javanjem na visoke temperature (postupcima HTST—High Tem-
perature Short Time) moZe se dogoditi da se uniStavaju mikroor-
ganizmi normalne toplinske otpornosti, ali ne i Stetni enzimi kojima
za denaturaciju treba neko vrijeme. Pri konzerviranju namirnica
smrzavanjem ne moZe se hladenje do ispod ledista izvrSiti tako
brzo da se prakticki trenutno prelazi preko Sirokog temperaturnog
podruc¢ja u kojem su enzimi jo$ aktivni (Sto bi zapravo bilo pot-
rebno da se sprije€i njihova djelatnost); stoga se namirnice obi¢no
podvrgavaju blanSiranju i prije samog hladenja.

Osim toplinskom obradom (ili uz nju) enzimi se mogu inak-
tivirati takoder kemijski ili ionizirajuéim zracenjem. Za prvo, pri-
mjeri su obrada namirnica sumpor-dioksidom ili sulfitnom otopi-
nom prije suSenja ili radi ¢uvanja do finalizacije i dr., a za druge,
»radurizacijax, ozraivanje mesa jestivih Skoljaka i mekuSaca
manjim dozama zraCenja pri njihovu konzerviranju grijanjem,
da bi se sprije€ilo tamnjenje i gubitak kvaliteta uslijed djelovanja
enzima o-difenol—oksidaze (»tirozinaze«).

Na kraju treba primijetiti da se u prehrambenoj tehnologiji
enzimi ne samo ili dodaju ili uniStavaju, nego da ima i postupaka
koji idu za tim da se nativni enzimi u potrebnoj koli¢ini sacuvaju.
Kao primjer moze se navesti kontrola djelovanja pektoliti€kih
enzima u proizvodnji koncentrata rajCice. Da bi taj koncentrat
imao potrebnu konzistenciju, u njemu mora biti sauvana neka
koliina nativnih pektinskih tvari, ali pregusti koncentrat uslijed
prevelikog sadrzaja pektinskih tvari lako zagori u isparivacu, te
produkt potamni i dobije gorak okus. Ako preradena sorta rajica
sadrzi malo pektina, grubo usitnjeni plodovi griju se parom da bi se
inaktivirali enzimi koji razgraduju pektine, pa se i od takvih plo-
dova dobije gust i sjajan koncentrat. Sorte rajCice koje imaju u
tkivu previSe pektina preraduju se hladnom ekstrakcijom i pa-
siranjem; u tim uvjetima prisutni enzimi u odredenoj mjeri raz-
graduju pektine, te oni u naknadnoj toplinskoj obradi ne prave
teSkoca.

Enzimsko inZenjerstvo

Kako je ve¢ receno, imobilizacijom enzima (v. str. 339) stvo-
rena je mogucnost da se enzimi, koji su se dosad u industriji
upotrebljavali uglavnom kao »potroSni materijal«, upotrijebe kao
katalizatori u modernoj procesnoj tehnici. Dio procesnog (ili
kemijskog) inzenjerstva koje se osniva na upotrebi (imobiliziranih)
enzima kao katalizatora u pogodnim reaktorima nazvan je enzim-
skim inZenjerstvom. U enzimsko inZenjerstvo ukljucena je, osim
konstrukcije i proracuna reaktora s enzimskim katalizatorima,
takoder tehnika proizvodnje tih katalizatora, pocevsi od izbora
1 selekcije pogodnog organizma-proizvodaca, preko razmnoZavanja
tog organizma do izdvajanja, pre€iS¢avanja i imobilizacije enzima.
Osim reaktora, enzimski inzenjer konstruira, ako je rije¢ o Sarz-
nom procesu, aparaturu za rekuperaciju enzima radi njegove
ponovne upotrebe, a s obzirom na otpore koji se suprotstavljaju
uvodenju enzima u procesnu tehniku, danas je jedna od vaznih
zadaéa enzimskog inZenjera da u praksi ostvari proces u enzimskim
reaktorima i demonstrira ekonomsku prednost enzimske tehno-
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logije pred klasicnom kemijskom. U tom poslu enzimsko inZenjer-
stvo koristi se rezultatima danas izvanredno intenzivnog istrazi-
vatkog rada na selekciji organizama-proizvodacd enzima, na
izolaciji enzimé, njihovu preciS¢avanju i imobilizaciji u oblicima
pogodnim za ekonomi€nu upotrebu u reaktorima. Enzimsko in-
Zenjerstvo moci ¢e se koristiti svim tipovima reaktora poznatim
u kemijskom inZenjerstvu, kao mije$alicama, punjenim kolonama,
kolonama s fluidiziranim slojem, cijevnim reaktorima (v. Reaktorska
tehnika). Za rekuperaciju suspendiranog katalizatora na izlazu
iz mijeSalice radi njegove recirkulacije predvida se naj¢eS¢e ultra-
filtracija (v. i Membrane).

Enzimsko inZenjerstvo nalazi se danas tek na pocetku svog
razvoja. Do 1973 bila su, prema literaturi, u pogonu samo dva
industrijska procesa s imobiliziranim Kkatalizatorima. U USA
i Vel. Britaniji upotrijebljena je na celulozi imobilizirana penici-
lin-amidaza (penicilin—amidohidrolaza 3.5.1.11) da se od ben-
zil-penicilina otcijepi acilna grupa; time dobivena 6-amino-
-penicilanska kiselina sirovina je za proizvodnju mnogih drugih
penicilina. ViSe se saznalo o japanskom postrojenju za kontinuira-
no razdvajanje acetil-DL-aminokiselina (racemata metionina, ala-
nina, triptofana, valina i dr.) s pomo¢u aminoacilaze (Af-acilamino-

Sl. 13. Tehnoloska shema postupka za dobivanje fizioloski aktivne aminokise-
line iz racemata. 1 Pumpa, 2 filtar, 3 izmjenjiva¢ topline, 4 tank za toplu
vodu, 5 mijerilo protoka, 6 enzimski reaktor, 7 automatski registrator reak-
cije, 8 ispravlja¢, 9 kristalizator, 10 separator, 11 posuda za racemizaciju

kiseline—amidohidrolaze 3.5.1.14) imobilizirane na dietilamino-
-etil-Sephadexu radi proizvodnje njihovih fiziolodkih aktivnih
L -oblika. SI. 11 pokazuje tehnolosku shemu tog postrojenja, koje-
mu je kapacitet 715 kg L-metionina na dan.
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M. Boskovi¢  R. Podhorsky

EPOKSIDI (epoksi-spojevi, epoksiderivati, oksirani),
ciklicki (unutradnji) eteri koji u svojim molekulama sadrze jedan
ili vise heterociklickih troClanih oksidnih (oksiranskih) prstena:

>C—C«<

‘4 (1)

U epokside u Sirem smislu ubrajaju se ponekad i spojevi koji sadrze
heterociklicke oksidne prstene sa vise od 3 ¢lana. Tako se npr. tetrahidrofuran
CHjCHjCHTCH17 O naziva takoder 1,4-epoksibutanom.

Zbog velike reaktivnosti oksiranskog prstena, epoksidi —
pored toga Sto se kao konacni produkti upotrebljavaju za mnoge
vrlo razli€ite svrhe — predstavljaju meduprodukte za dobivanje
bezbrojnih industrijskih proizvoda: plasti€nih masa, sintetskih
vlakana, premaznih sredstava, otapala, omekS$ivata, maziva, li-
jekova, ljepila, detergenata, eksploziva i drugih tvari o kojima
je rije€ na drugim mjestima u ovoj enciklopediji. U ovom ¢&lanku
bit ¢e od velikog broja danas poznatih epoksida opisani samo
tehnicki najvazniji: etilenoksid, propilenoksid, stirenoksid, teh-
nicki vazni epoksidirani esteri masnih kiselina i smjese tih estera
kakve se dobivaju epoksidacijom nezasi¢enih masnih ulja.

Prvi epoksid, etilenoksid, pripremio je francuski kemitar C. A. Wurtz
(1859) reakcijom etilenklorhidrina s kalijumskom luZinom. Opseznije sinteze
epoksida iz olefina s pomocu peroksibenzojeve kiseline objavio je N. Perileschajew
(1909). Jo$ dugo nakon toga, te i analogne sinteze upotrebljavale su se samo u
preparativnoj i analitickoj kemiji. Zanimanje industrije za tu skupinu spojeva
uspjeli su pobuditi tek D. Swern i suradnici svojim radovima krajem Cetrde-
setih godina.

Svojstva epoksida. Epoksidi su opcenito tekuéine s vonjem
etera. Oksiranski prsten u njihovim molekulama povisuje im
vrelista u usporedbi s vreliStima odgovarajué¢ih im etera i ugljiko-
vodika. 1z istog razloga je i topljivost epoksida u vodi i polarnim
otapalima veca.

Najznacajnije kemijsko svojstvo epoksida jest veliki afinitet
oksiranskog prstena prema spojevima s pokretljivim atomom
vodika u molekuli. Pri tome se opcenito otvara prsten na jako
polarnoj vezi izmedu atoma ugljika i kisika. Ta se reakcija moze
prikazati shemom

>C—C< + HX — »>C—c< ,
e

gdje HX mozZe biti voda, kiselina, neki alkohol, amin itd. Me-
hanizam ovih reakcija je ionski, bez obzira na to da li se radi o
neutralnoj, kiseloj ili baznoj sredini (iznimku pri tome moZda
¢ine jedino reakcije katalitiCke hidrogenacije). Reakcije (2) obi¢no
se obavljaju u polarnim otapalima (neke se u odsutnosti otapala
uopée ne odvijaju).



