		3. Több enzimes egy szubsztrátos reakciók kinetikája.





	Polimerbontó enzimeknél több példát is találhatunk, amikoris a szubsztrát azonos , de erre a szubsztrátra egyidejüleg eltérô hatásmódú enzimek is hathatnak. Ilyenek lehetnek pl. :


	- fehérje szubsztrátra endoproteázok és exopeptidázok együttesen 					fejtenek ki bontóhatást,


	- cellulóz szubsztrátot endoglükanáz és cellobiohidroláz enzimek 					együttesen, szimultán hidrolizálják, stb. 


Ilyen esetekben az enzimeket külön-külön vizsgálva meghatározhatjuk az egyes Km és Vm értékeket, de ezek nem biztos hogy alkalmasak az együttes, szimultán hatás leirására, mivel az egyes enzimek gátolhatják (ritkábban), vagy erôsithetik (gyakrabban) egymás hatását. Kisérletileg könnyen bizonyithatjuk ezt a gátló, vagy serkentô hatást, ha meghatározzuk az un. szinergista faktort. Ehhez meg kell mérni pl. külön-külön az egyes enzimekkel a kezdeti sebességeket, ill. ugyanezt együttes enzimalkalmazások esetén is. A szinergista faktor (F) : 





			�EMBED Equation.2 \s  \* mergeformat���						(3.1)


Amennyiben ez a hányados 1-nél nagyobb , akkor szinergista (egymást erôsitô) hatásról, ha 1-nél kisebb akkor gátlóhatásról beszélhetünk.


	A gátlóhatás úgy jöhet létre, hogy az enzimek versengenek a szubsztrátért, s az "gyôz", amelyik hatékonyabb. A hatékonyság jellemzésére nem elég összehasonlitani a Vm és Km értékeket, ennél jobb ha a Vm / Km , ill. a k2 / Km értékeket hasonlitjuk össze .


	Ugyanis, ha k2 kicsi, akkor elhanyagolható a k-1 mellett :


			�EMBED Equation.2 \s  \* mergeformat���


			és ez lesz a hatékonyság alsó határa.





	Ha viszont k2>>k-1 ,akkor a k-1 hanyagolható el :


			


			�EMBED Equation.2 \s  \* mergeformat���


		ez viszont a hatékonyság felsô határa.


A szinergista hatás fôképpen endo- és exo-hatású enzimek együttes hatásánál figyelhetô meg. Ekkor az endohatású enzim új támadható végcsoportokat hoz létre a polimerlánc belsô kötéseinek hasitásával, amelyeket az exo-hatású enzimek tovább hidrolizálódhatnak.


	Az endo-hatású enzimre felirható


			�EMBED Equation.2 \s  \* mergeformat���					(3.2)


			


	ahol [Sv] = a képzôdött új végcsoportok koncentrációja,


	         [So] = a kiindulási polimer végcsoportjainak koncentrációja.


A végterméket képezô exo-hatású enzimre a sebességi egyenlet :


				�EMBED Equation.2 \s  \* mergeformat���				(3.3)


						





A két szimultán differenciál egyenlet megoldható a Runge-Kutta módszerrel. A szinergista hatás azonban függ a két enzim arányától is. Ha az endo-hatású enzim hatékonysága nagyobb , mint az exo-hatásúé, vagyis


			�EMBED Equation.2 \s  \* mergeformat��� 





akkor a két enzim hatékonyságának arányától függôen egy idô után eltünik a szinergista hatás, mivel a legtöbb esetben az endo-hatású enzim csak egy bizonyos határértékig tudja bontani a szubsztrátot. Ezután már csak az exo-hatású enzim mûködése lesz jellemzô a fenti  d[P]/dt  egyenlet szerint. Ez a határérték egyes szubsztrátoknál és enzimeknél eltérô és külön meghatározást igényel.


	Ha viszont az exo-hatású enzim hatékonysága nagyobb , vagyis				


			�EMBED Equation.2 \s  \* mergeformat���


			


akkor fôleg nagy szubsztrát-koncentrációknál elôfordulhat, hogy az exo-hatású enzim teljes mértékben komplexben található és az endo-enzim hatásától független a termékképzés , vagyis nullad-rendû lesz az :


			�EMBED Equation.2 \s  \* mergeformat���		


Külön tárgyalást igényel az az eset , amikor a szubsztrát oldhatatlan formában található a reakcióelegyben ( pl. cellulóz, gyapju, keratin, stb.). Ebben az esetben az enzimek adszorbcióval kapcsolódnak a szubsztrát felületére:


			�EMBED Equation ���


			�EMBED Equation ���


Ezután az endo-hatású enzim Sv láncvéget hoz létre az exo-hatású enzim számára:		�EMBED Equation ���  , amely oldható terméket képez a polimerbôl :		�EMBED Equation ���E2a�EMBED Equation ���


A zárójeles tagok azt jelentik, hogy nem csökken az Sf és Sv koncentráció , mivel az elsô esetben újabb felület alatti lánc válik hozzáférhetôvé, másrészt ugyan a polimerlánc rövi-dült , de ezzel újabb végegység képzôdött.


	Az enzimek adszorpciója a szilárd szubsztráton Langmuir izotermával irható le, amely szintén egy telitési görbének megfelelô derékszögû hiperbola:


			�EMBED Equation ���					(3.4)


	ahol [Ea]= az adszorbeált enzim koncentrációja,


	         [Eamax]= a megköthetô maximális koncentráció.


	         [Es] = az oldott enzim koncentrációja ,


	          Kd = deszorpciós egyensúlyi állandó= 1/Ka = k-1/ k1,


	          Ka = az adszorpció egyensúlyi állandója.


Az adszorbció sebessége :


		


	�EMBED Equation.2 \s  \* mergeformat���	 = k1 ( [Sf ][Es] )- k-1 [Ea] = k1 ( [Sf][Es] - Kd [Ea])    	(3.5)


		  


A két enzim verseng a felületi kötôhelyekért, igy azok egyedi adszorpciós sebessége :


	 





          


	� EMBED Equation.2  ���= ka1{ ([Sf]-[E1a]-[E2a]) ([E1T]-[E1a] [So]) - Kd1 [E1a]}	(3.6)


	              


	� EMBED Equation.2  ��� ka2{ ([Sf]-[E1a]-[E2a]) ([E1T]-[E2a] [So]) - Kd2 [E2a]}	(3.7)


	   


Mindkét egyenletben a szorzat elsô tagja az enzimek által szabadon hagyott [Sf] -t jelenti, mig a szorzat második tagja a szabad [E] -t jelenti.


Az egyes jelölések jelentése :


	[E1a]= az adszorbeált endo-enzim dimenziómentes ([So]-val osztott) 		koncentrációja,


	[E2a]= u.ez az exo-enzimre,


	[E1T] és [E2T] = az endo-és exo-enzim össz (oldott és adszorbeált) 					koncentrációja,


	[Sf] =a szubsztrát felületén lévô bontható kötések dimenziómentes, 			azaz [So]-val osztott koncentrációja,


	[So] = a szubsztrát teljes bontása után mérhetô alegység-koncentráció,


	[Sv] = a támadható végegységek dimenziómentes koncentrációja,


	Kd1 és Kd2 az endo-ill. exo-enzim deszorbciós állandója,


	ka1 és ka2 az endo- ill. exo-enzim adszorbciójának sebességi állandója.


A végegységek képzôdésének sebessége:


		   		� EMBED Equation.2  ��� k1[E1a] - k2[Sv][E2a]� EMBED Equation.2  ���			       (3.8)


		ahol a 2.tag azt jelenti, hogy a végegységek akkor tünnek el, ha a megtámadott polimerlánc teljesen alegységekre bomlik, a DP (degree of polymerization ) viszont azt, hogy hány alegység képzôdhet a polimerbôl.


A két enzim hatásának együttes sebessége:


							


		� EMBED Equation.2  ��� -k1[E1a] + k2[E2a][Sv][So]			       (3.9)


	 A termékképzés sebessége pedig :


		


		� EMBED Equation.2  ��� k2[E2a][Sv][So]					      (3.10)


		  A sebességi egyenletekben szereplô [So] szorzó a megfelelô dimenzió visszaállitása miatt szerepel. Az egyes paramétereket a konverziós görbékrôl lehet meghatározni (3.1.ábra):


 			�EMBED MSDraw   \* mergeformat���


			3.1.ábra. Két enzim szinergista hatása.





A konverziós görbék jól mutatják a szinergista hatást is , mivel az egyedi sebességek összege mindig kisebb,mint az együttes alkalmazások esetén mérhetô sebességek.
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