
ENZIMI 

Catalizzatori delle reazioni biologiche 



Le tre proprietà distintive degli 

enzimi sono 

A capacità catalitica 

B specificità 

C regolazione 



Gli enzimi sono classificati in base alle reazioni 

 

 

 che catalizzano  e sono divisi in 6 classi 

NOMENCLATURA 



numero classe Reazione catalizzata 

1 ossidoreduttasi Reazioni di ossidoriduzone 

2 Transferasi Reazione di trasferimento  di gruppi 

funzionali 

3 Idrolasi  Reazione di idrolisi 

4 Liasi Addizione rimozione di gruppichimici: 

possono agire sui legami del C-C 

(decarbossilasi, aldolasi),  C-O (idratasi, 

deidratasi) o, C-S (desulfidrasi). 

5 Isomerasi Trasferimento di gruppi all’interno di 

molecole per formare isomeri 

6 Ligasi Formazione di legami C-C, C-S, C-O, C-N, 

accoppiate all’idrolisi di ATP 



Ogni enzima ha un numero di classificazione a quattro cifre e un 

nome sistematico 

 

 

ATP + D-glucosio                   ADP + D-glucosio 6P 

 

Nome sistematico glucoso fosfotransferasi  

 

Numero di classificazione E.C. 2.7.1.1 

2 classe Transferasi 

7 sottoclasse fosfotransferasi 

1  Sotto sotto classe fosfotransferasi con un gruppo ossidrilico 

come accettore  

1 numero dell’enzima nella sotto-sotto classe  



GLI ENZIMI  VARIANO LA  VELOCITA’ DI UNA REAZIONE NON L’EQUILIBRIO   

 

                                       E+S            ES           EP           E+P 

 
Qualsiasi reazione da S        P può essere descritta da un diagramma della 

coordinata della reazione in funzione dell’energia libera.  L’equilibrio di una reazione 

è stabilito dalla differenza di energia libera tra reagenti e prodotti ΔG. Una reazione 

può procedere spontaneamente  soltanto se il valore di ΔG <O 

 

 La reazione chimica passa attraverso uno 

stato di transizione  che possiede più 

energia libera del substrato  

 

L’energia di attivazione        è pari alla 

differenza tra l’energia dello stato di 

transizione e l’energia del substrato 

 

 

=  

-  G 



I CATALIZZATORI  ABBASSANO  L’ENERGIA DI ATTIVAZIONE 

FACILITANDO LA FORMAZIONE DELLO STATO DI TRANSIZIONE 

S S* P 

K* 

Il legame tra enzima e substrato genera 

un percorso di reazione caratterizzato    

da uno stato di transizione con  una 

energia libera  più bassa rispetto a 

quella priva di enzima 



Ogni reazione è costituita da una serie di tappe in cui si ha la formazione e la 

scomparsa di varie specie chimiche transitorie specie che occupano livelli di 

minimi energetici 

E+S            ES           EP           E+P 



 

. 

  

L’energia di legame ΔGB generata dalle interazioni deboli che l’enzima 

stabilisce  con il substrato nello stato di transizione è la fonte principale di 

energia libera usata dall’enzima per abbassare l’energia di attivazione 



Gli enzimi aumentano la 

velocità delle reazioni 

•Le reazioni catalizzate da 

enzimi sono fino 1016 volte più 

veloci di quelle non catalizzate 

•La reazione avviene in 

condizioni molto blande di pH e 

Temperatura 

H2NCONH2 + 2H2O 2NH4
++ HCO3

 - 

 

 



B specificità  Fisher 1890 

Gli enzimi hanno un elevata specificità che 

deriva dalle proprietà  del complesso enzima 

substrato che è caratterizzato da 

 

Complementarità geometrica  

Complementarità elettronica 

 

 

 

  

 

 

 

 

 



Modello dell’adattamento indotto di Koshland 1958  

 

L’ipotesi dell’adattamento indotto implica distorsioni sia a livello del sito 

attivo che del substrato 

 

L’entità della distorsione è variabile:può essere localizzata o determinare 

un grosso cambiamento conformazionale 

 

Il legame tra enzima e substrato prevede che quest’ultimo venga distorto 

in una forma simile a quella dello stato di transizione  

 





SPECIFICITA’ E SELETTIVITA’ DEGLI ENZIMI 

 

•Chemioselettività: specificità per il substrato, attività 

verso uno specifico tipo di composto (gruppo) chimico 

 

•Regioselettività: capacità di discriminare tra gruppi 

funzionali identici che fanno parte della stessa molecola 

 

•Enantioselettività: capacità di discriminare tra singoli 

enantiomeri o gruppi funzionali identici legati ad un 

centro prochirale. 

 

 La selettività dipende: dal tipo di enzima dalla struttura 

del substrato dalle condizioni di reazione 



GLI ENZIMI  SONO DIVERSI PER SELETTIVITA’ GEOMETRICA 

Alcuni enzimi sono molto  permissivi 

1 La carbossipeptidasi idrolizza legami peptidici  C-terminali formati da 

qualunque amminoacido 

 

                                                                          RCOO- +-3HNR’-COO 

 

 

 

 

2 La chimotripsina catalizza anche la rottura di legami estere 

RCO-NHR’ + H2O RCOO 
-  

+ 
+

3
HNR’ 

RCO-OR’ + H2O RCOO 
-  

+ HOR’ 

chimotripsina 

chimotripsina 

RCO-NHR’-COOH + H2O 

carbossipeptidasi 



GLI ENZIMI SONO STEROESPECIFICI IN QUANTO  I SITI 

ATTIVI  SONO ASIMMETRICI 



 

Il citrato viene isomerizzato ad isocitrato dall’ACONITASI  che catalizza 

una reazione di deidratazione e di una successiva idratazione 

ΔG°’ =5 kJ mole-1 



Citrato molecola prochirale: 
 

 

 

 

 

 

 

 l’aconitasi  riesce a distinguere i due 

gruppi carbossimetilici 



STRATEGIE CATALITICHE 

DAGLI ENZIMI: 

1.Catalisi acido-basica 

2.Catalisi covalente 

3.Catalisi da ioni metallici 

4.Catalisi elettrostatica 

5.Effetti di prossimità e 

orientamento 

6.Legame preferenziale dello 

stato di transizione 



CATALISI COVALENTE 

La formazione di un legame covalente transitorio tra enzima e substrato 

abbassa l’energia di attivazione  aumenta la velocità di reazione 

Generalmente il sito attivo contiene un forte nucleofilo che subisce una 

modifica covalente transitoria 



Catalisi favorita da ioni metallici 

Gli ioni metallici partecipano ai processi catalitici in tre modi: 

 

1. Stabilizzano elettrostaticamente o proteggono le cariche negative 

 

2. Possono generare nucleofili aumentando l’acidità di una molecola vicina 

 

3.  Possono legarsi al substrato per orientarlo correttamente 

 

4. Partecipano a reazioni  di ossidoriduzioni 



I COFATTORI POSSONO ESSERE: 

 

 

 



Ioni inorganici 



•I coenzimi  

•vengono modificati chimicamente dalle reazioni 

enzimatiche a cui partecipano 

 

•devono  tornare allo stato originale alla fine del ciclo 

catalitico  

 

•La rigenerazione avviene in una fase separata della 

reazione enzimatica 

 



vitamina coenzima Reazione mediata 

biotina biotina carbossilazione 

Cobalamina 

(vitaminaB12)  

Coenzimi 

cobalaminici 

Alchilazione 

Acido folico Tetraidrofolato Trasferimento di gruppi 

contenenti un atomo di 

carbonio 

Acido nicotinico 

vitamina B3 

Coenzimi 

nicotinici(NADH 

NADPH) 

Reazioni di ossido 

riduzione(trasferimento ioni 

idruro) 

Acido pantotenico 

Vitamina B5 

Coenzima A Trasferimento di acili 

Riboflavina, 

vitamina B2 

Flavin adenin 

dinucleotide FADH2, 

FMN 

Reazioni di ossido riduzione 

trasferimento di elettroni 

Tiamina, vitamina B1 Tiamina pirofofosfato Trasferimento di aldeidi 

 piridossina, vitamina 

B6 

Piridossalfosfato Trasferimento di gruppi 

amminici 

MOLTI COENZIMI DERIVANO DALLE VITAMINE IDROSOLUBILI 



B5 

B2 

B3 B6 







FAD : Flavin Adenin Dinucleotide 



A 360 nm A 370nm e A440nm 



Massimo di 

assorbimento della luce 

visibile a 440 nm(giallo) 

Massimo di 

assorbimento a 560nm 

(blu) 

Massimo di 

assorbimento a 360 

incolore 



Cinetica enzimatica 



1902 – Adrian Brown dimostrò che quando la concentrazione del 

saccarosio è molto più alta di quella dell’enzima, la velocità della 

reazione diventa indipendente da quella del substrato: la velocità è di 

ORDINE ZERO rispetto al saccarosio 



V0 = k2 [ES] 
 

 MICHAELIS-MENTEN (1913) 

Per semplicità matematica si assume 

 k-2  trascurabile 

k1 e k-1>>k2  

 

 

 (ipotesi dell’equilibrio ES è in equilibrio rapido con E ed S)  



E+S            ES                  E+P 

k1 

K-1 

k2 

 MICHAELIS E MENTEN (1913) 

 

Assunzione di equilibrio 

Leonor Michaelis e Maude Menten, assunsero che 

k-1>>k2, cioè che la prima tappa della reazione potesse 

raggiungere l’equilibrio 

 

K-1 

= KS = 

[E] [S] 

 

[ES] 



Assunzione di stato stazionario d[ES]/dt = 0 

[S]>>[E] 



E+S            ES                  E+P 

k1 

K-1 

k2 

V0 = k2 [ES] 
 

Velocità di formazione di ES = k1[E] [S] 

 

Velocità di scissione di ES= k2[E S] +k -1 [ES] 

[S]>>[E] 

EQUAZIONE DI MICHAELIS-MENTEN 

Ipotesi dell’equilibrio 

Ipotesi dello stato stazionario 

 

Velocità di formazione =Velocità di scissione   



Velocità di formazione di [ES] =  velocità di scissione di [ES]  

 

k1[E] [S] = k2 [E S] +k-1[ES ] 

 

k1[E] [S]= [E S] (k2 +k-1) 

 

[E] [S]= [E S] (k2 +k-1) / k1 
 

 

KM = (k2 +k-1)/ k1   costante di Michaelis Menten 

 

[E S] = [E] [S]/ KM 

 

[E] = [Et] - [E S] 

  

[E S] = ([Et] - [E S]) [S]/ KM                      [E S] = [Et] [S]/ KM] - [E S] [S]/ KM 

 

KM[E S] = [Et] [S]] - [E S] [S] 
 

[E S] (KM + [S]) = [Et ][S]                       risolvendo per [E S] 

 

 
 

                            

 

[S]>>[E] 
 

              [Et] [S ] 
[E S] = 

              KM + [S ] 
 



[E S] = [Et] [S ] 
 

            KM + [S ] 
 

V0 = k2 [ES] 

V0 = k2  [Et] [S ] 
 

            KM + [S ] 
 

 
 

Vmax = k2 [Et] 

V0 = V max [S ] 
 

         KM + [S ] 
 

 

 

EQUAZIONE DI MICHAESIS MENTEN 



vmax [S]

V0 =  -----------

KM + [S]

Questa equazione verifica i dati cinetici 

S >> KM 

 

vmax [S]

V0 =  -----------

KM + [S]

Cioè V0 è indipendente dalla [[S] 

S << KM 

vmax [S]

V0 =  -----------

KM + [S]

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V è proporzionale alla [S] 



vmax [S]

V0 =  -----------

KM + [S]

A Significato KM 

V0 =1/2 V max 

 

 

KM = S 

Il valore di KM dipende dal substrato e dalle condizioni di 

reazione pH, T forza ionica.E’ variabile da 10-1 M a 10-7 M 



B 

KM = (k2 +k-1)/ k1    

K-1 

E+S            ES                  E+P 

k1 
k2 

 k2<< k-1 

 [E][S] 

[ES] 

Ks = = K-1 / K1 

KM = alla costante di dissociazione del complesso 

 quindi è la misura della forza del complesso 

k-1/k1 = Ks  
 

Significato della KM 



 Significato di V max 
Vmax = numero di molecole di substrato convertite in prodotto nell’unità di tempo 

quando l’enzima è completamente saturato  

• Si esprime in concentrazione per unità di tempo (M s-1) 

• E’ direttamente proporzionale alla concentrazione dell’enzima usato 

 

 

  

 numero di turnover = K2= Kcat 

 

Numero di reazioni effettuati dall’enzima nell’unità di tempo  

• Si esprime con il reciproco del tempo (s-1) 

• E’ indipendente dalla concentrazione dell’enzima 

 

                                       

Kcat= numero di turnover numero di reazioni che un enzima catalizza nell’unità di tempo 

Vmax = K2 [Et] 
 

 
Kcat = Vmax /[Et] 
 

 





[S]<<KM 

Vo = k2.Et.[S] 

KM 

vmax [S]

V0 =  -----------

KM + [S]

Vo = kcat .Et.[S] 

KM 

Vo = kcat/KM.[E].[S] 
K cat 

KM 

=  costante di  specificità  

misura  dell’efficienza catalitica 

dell’interazione di S ed E  

 

 

 

 

                                                                                    

 

 

 

                                                                                           

 

  

E+S            ES                  E+P 

k1 

K-1 

k2 

Et = E 

 In queste condizioni la costante di specificità è la costante di velocità usata per misurare 

l’efficienza catalitica dell’interazione S ed E 

Significato del rapporto K cat/KM 



[S]<<KM 

Vo = k2.Et.[S] 

KM 

vmax [S]

V0 =  -----------

KM + [S]

Vo = kcat .Et.[S] 

KM 

Vo = kcat/KM.[E].[S] 
K cat 

KM 

=  costante di  specificità  

misura  dell’efficienza catalitica 

dell’interazione di S ed E  

  

E+S            ES                  E+P 

k1 

K-1 

k2 

Et = E 

 In queste condizioni la costante di specificità è la costante di velocità usata per misurare 

l’efficienza catalitica dell’interazione S ed E 

Costante di specificità  K cat/KM 

È il rapporto tra la frequenza con cui l’enzima catalizza la reazione e l’affinità per il suo substrato 

Si esprime come il reciproco della concentrazione e il reciproco del tempo M-1 s-1 

Non può essere superiore a k1  



K cat 

KM 

Qual è il limite superiore dell’efficienza catalitica degli enzimi ?  

È una misura dell’efficienza catalitica dell’enzima 

K cat 

KM 

K2 K1 

K-1+K 2 

 

= K2>> K -1 

K cat 

KM 

= 
K1 

K1 non può essere più grande della frequenza con cui le molecole di enzima e 

substrato arrivano a collisione in soluzione    

Questo limite  controllato dalla diffusione varia da 108  109M-1 s-1 



K cat 

KM 
<K1 

E+S            ES                  E+P 

k1 

K-1 

k2 



K cat 

KM 

<K1 Il limite superiore è k1  

 

 

cioè la velocità  di decomposizione di ES in  E+P 

non può essere mai superiore alla probabilità di 

incontro di E+S  che è controllata dalla diffusione  

E+S            ES                  E+P 

k1 

K-1 

k2 

Vo = kcat/KM.[E].[S] 



ENZIMI IL CUI VALORE Kcat/kM  È CONTROLLATO DALLA DIFFUSIONE108-109( M-1s-1) 

 

 

Enzimi che hanno raggiunto la perfezione cinetica 





1            KM 1          1

------ = (--------) ------ + -----

V0 vmax [S]        vmax

vmax [S]

V0 =  -----------

KM + [S]

Grafico dei doppi reciproci o di Lineweaver-Burk 



Inibizione reversibile: 

  

Competitiva  

Incompetitiva  

Mista o non competitiva 
  





COO - 

CH2 

CH2 

COO - 

COO - 

CH2 

COO - 

COO - 

CH 

CH 

COO - 

SUCCINATO  

DEIDROGENASI 

SUCCINATO 

DEIDROGENASI 

NESSUNA REAZIONE 



INIBIZIONE COMPETITIVA 

vmax [S]

V0 =  -----------

KM + [S]α 





Inibizione incompetitiva 



L’inibitore si lega al complesso enzima substrato 

ed influenza  l’attività catalitica ma non il legame 

con il substrato 
Inibizione incompetitiva 



vmax [S]

V0 =  -----------

KM + [S]α’ 

α’ 

Inibizione incompetitiva 

KI’ = [ES] [I]/ [ESI]  



INIBIZIONE MISTA   

KI = [E] [I]/ [EI]  

KI’ = [ES] [I]/ [ESI]  

Gli inibitori interferiscono sia con il legame del substrato sia con l’attività catalitica  

K i’ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

α=1+[I]/ Kì 

α'=1+[I]/ Kì 



vmax [S]

V0 =  -----------

KM + [S]α α’ 

α’ 

α 





Inibizione non competitiva  



Tipo di inibizione           Vmaxapp           KMapp 

Competitiva                   Vmax                  αKM 

Incompetitiva                 Vmax/α’               KM/α’ 

Mista                              Vmax/α’              αKM/α’ 





INIBIZIONE IRREVERSIBILE 

Gli inibitori irreversibili si legano  covalentemente ai gruppi funzionali 

degli enzimi 

•Reagenti gruppo specifici 

•Analoghi del substrato 

•Inibitori suicidi 

 









Marcatori per affinità: molecole strutturalmente simili al substrato che 

modificano i residui del sito attivo 



Inibitori suicidi :sfruttano il meccanismo d’azione dell’enzima 

 

Sono analoghi del substrato che vengono inizialmente processati con il normale 

meccanismo catalitico 

Questo  crea un intermedio chimicamente attivo che modifica covalentemente e 

inattiva l’enzima 













Monoammina ossidasi 



                                            H 

 

 R-C-NH2 + O2 + H2O -> R-C=O + NH3 + H2O2 | H  



Reazioni a due substrati 

A+B       P+Q 

 • Reazioni sequenziali  o a spostamento singolo (si forma 
un complesso ternario) 

Tutti i substrati si devono combinare con l’enzima  

prima che possa avvenire la reazione  e possano  

essere rilasciati i prodotti 

 

meccanismo ordinato: 
 il legame del primo substrato 

 è necessario  affinché l’enzima  

possa formare  il sito di legame  

per il secondo substrato  

 

 

meccanismo casuale: 

 entrambi i siti di legame  

 sono presenti nell’enzima libero 

     



Reazioni a ping-pong( non si forma un complesso 

ternario)  
Si forma un complesso ES , l’enzima viene modificato E’  a causa del  

trasferimento di un gruppo; viene allontanato dal complesso  il primo 

prodotto P1, l’enzima modificato genera un secondo complesso E’S2  con 

il secondo substrato, viene rilasciato il secondo prodotto  P2 e l’enzima 

ritorna libero E 

 



Complesso ternario SPOSTAMENTO SINGOLO 



Meccanismo a ping pong 



• Gli enzimi possono essere usati come strumenti 

analitici per identificare o quantificare sostanze 

chimiche specifiche in soluzione. 

 

• E’ possibile determinare la presenza e la quantità di 

un determinato enzima in un fluido biologico 

misurandone l’attività con substrati specifici. 

 

• Possiamo determinare i parametri cinetici (KM , 

Kcat o attività specifica) di un particolare enzima. 



vmax [S]

V0 =  -----------

KM + [S]

Come si ricavano sperimentalmente i parametri cinetici? 



 Sono più accurati e meno laboriosi di quelli discontinui 

 Per lo più usano metodi spettrofotometrici 

    Saggi Discontinui 
   a punti fissi 

Saggi Continui 

CONDIZIONI SPERIMENTALI DEL SAGGIO 

 Controllo del pH con una soluzione tampone 

 Controllo della temperatura 

 Assenza di inibitori (agenti chelanti, metalli) 

 

In un saggio di attività enzimatica in genere si misura  il 

prodotto della reazione, piuttosto che il consumo di substrato 



 

E + S                E + P (prodotto colorato (fluorescente) – 

cromoforo ) 
 

SAGGI DIRETTI 



OSSALACETATO + NADH NAD+   + MALATO 

Malico Deidrogenasi 

Aspartico amminotrasferasi 

SAGGI ACCOPPIATI 



NADH 

               Tempo s    

                                      lunghezza d’onda     nm 

A 
A340nm 

vi (μM min-1) 

[S] (mM) 



 1) Durante la reazione non si formano o consumano 

cromofori o fluorofori e le condizioni per far sviluppare colore o 

fluorescenza sono diverse da quelle del saggio. 

 

2) Non è possibile far sviluppare colore o fluorescenza. La 

misura del prodotto o del substrato (consumato) devono 

essere fatte con altri sistemi, ad esempio HPLC, 

saggi biologici o immunologici. 

 

3) Presenza di un fondo ( background ) elevato; ad esempio di 

assorbanza dovuta alle proteine in un estratto crudo o di altre 

molecole che assorbono alla lunghezzad’onda che a noi 

interessa. In questo caso dobbiamo condurre il saggio e poi 

eliminare la fonte di disturbo. 

QUANDO SI USANO I SAGGI DISCONTINUI 







PPi 
2Pì 

pirofosfatasi 

    
    

pirofosfatasi 
2Pi 



Preparazione retta di taratura 

* 
1 Hubei Key Laboratory of Genetic Regulation & Integrative 





Enzima 

 

 



E 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 












