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1. Загальні положення
Ферменти (від латів. fermentum — бродіння, закваска), специфічні білки, присутні у всіх живих клітинах і грають роль біологічних каталізаторів. Через їх присутність реалізується генетична інформація і здійснюються всі процеси обміну речовин і енергії в живих організмах. Ферменти бувають простими або складними білками, до складу яких поряд з білковим компонентом (апоферментом) входить небілкова частина — кофермент. Ефективність дії ферментів визначається значним зниженням енергії активації реакції, що каталізує, в результаті утворення проміжних фермент-субстратних комплексів. Приєднання субстратів відбувається в активних центрах, які володіють схожістю лише з певними субстратами, чим досягається висока специфічність (вибірковість) дії ферментів. Одна з особливостей ферментів — здібність до направленої і регульованої дії. За рахунок цього контролюється узгодженість всіх ланок обміну речовин. Ця здатність визначається просторовість структурної молекули ферментів. Вона реалізується через зміну швидкості дії ферментів і залежить від концентрації відповідних субстратів і кофакторів, рH середовища, температури, а також від присутності специфічних активаторів і інгібіторів (наприклад, аденілових нуклеотидів, карбонільних, сульфгідрильних з'єднань і ін.). Деякі ферменти окрім активних центрів мають додаткові, т.н. алостеричні регуляторні центри. Біосинтез ферментів знаходиться під контролем генів. Розрізняють конститутивні ферменти, постійно присутні в клітках, і індуковані ферменти, біосинтез яких активується під впливом відповідних субстратів. Деякі функціонально взаємозв'язані ферменти утворюють в клітці структурно організовані поліферментні комплекси. Багато ферментів і ферментні комплекси міцно пов'язано з мембранами клітки або її органоїдів (мітохондрій, лізосом, мікросом і так далі) і беруть участь в активному транспорті речовин через мембрани.
Відомо більше 20000 різних ферментів, з яких багато хто виділений з живих клітин і отриманий в індивідуальному стані. Перший кристалічний фермент (уреаза) виділений американським біохіміком Д. Самнером в 1926 р. Для ряду ферментів вивчена послідовність амінокислот і з'ясовано розташування поліпептидних ланцюгів в тривимірному просторі. У лабораторних умовах здійснений штучний хімічний синтез ферменту рібонуклеази. Ферменти використовують для кількісного визначення і здобуття різних речовин, для модифікації молекул нуклеїнових кислот методами генної інженерії, діагности і лікування ряду захворювань, а також у ряді технологічних процесів, вживаних в легкій, харчовій і фармацевтичній промисловості.
2. Властивості ферментів 
Будучи білками, ферменти володіють всіма їх властивостями. В той же час біокаталізатори характеризуються рядом специфічних якостей, теж витікаючих з їх білкової природи. Ці якості відрізняють ферменти від каталізаторів звичайного типа. Сюди відносяться термолабільность ферментів, залежність їх дії від значення рН середовища, специфічність і, нарешті, схильність впливу активаторів і інгібіторів.
Термолабільность ферментів пояснюється тим, що температура, з одного боку, впливає на білкову частину ферменту, приводячи при дуже високих значеннях до денатурації білка і зниження каталітичної функції, а з іншого боку, робить вплив на швидкість реакції утворення фермент-субстратного комплексу і на все подальші етапи перетворення субстрата, що веде до посилення каталізу. Залежність каталітичної активності ферменту від температури виражається типовій кривій. До деякого значення температури (в середньому до 50 °С) каталітична активність зростає, причому на кожних 10 °С приблизно у 2 рази підвищується швидкість перетворення субстрата. В той же час поступовий зростає кількість інактивованого ферменту за рахунок денатурації його білкової частини. При температурі вище 50 °С денатурація ферментного білка різко посилюється і, хоча швидкість реакцій перетворення субстрата продовжує зростати, активність ферменту, що виражається кількістю перетвореного субстрата, падає.
Детальні дослідження зростання активності ферментів з підвищенням температури, проведені останнім часом, показали складніший характер цієї залежності, чим вказано вище: у багатьох випадках вона не відповідає правилу подвоєння активності на кожні 10°С в основному із-за поступово  наростаючих конформаційних змін в молекулі ферменту.
Температура, при якій каталітична активність ферменту максимальна, називається його температурним оптимумом. Температурний оптимум для різних ферментів неоднаковий. Загалом для ферментів тваринного походження він лежить між 40 і 50°С, а рослинного — між 50 і 60°С. Проте є ферменти з вищим температурним оптимумом, наприклад, в папаїна (фермент рослинного походження, прискорюючий гідроліз білка) оптимум знаходиться при 80°С. В той же час в каталази (фермент, прискорюючий розпад Н2О2 до Н2О і O2) оптимальна температура дії знаходиться між 0 і -10°С, а при вищих температурах відбувається енергійне окислення ферменту і його інактивація.
Залежність активності ферменту від значення рН середовища була встановлена понад 50 років тому. Для кожного ферменту існує оптимальне значення рН середовища, при якому він проявляє максимальну активність. Більшість ферментів мають максимальну активність в зоні рН поблизу від нейтральної крапки. У різко кислому або різко лужному середовищі добре працюють лише деякі ферменти.
Перехід до більшої або меншої (в порівнянні з оптимальною) концентрації водневих іонів супроводиться більш менш рівномірним падінням активності ферменту.
Вплив концентрації водневих іонів на каталітичну активність ферментів полягає в дії її на активний центр. При різних значеннях рН в реакційному середовищі активний центр може бути слабкіше або сильніше іонізований, більше або менше екранований сусідніми з ним фрагментами поліпептидного ланцюга білкової частини ферменту і тому подібне. Крім того, рН середовища впливає на міру іонізації субстрата, фермент-субстратного комплексу і продуктів реакції, робить великий вплив на стан ферменту, визначаючи співвідношення в нім катіонних і аніонних центрів, що позначається на третинній структурі білкової молекули. Остання обставина заслуговує на особливу увагу, оскільки певна третинна структура білка-ферменту необхідна для утворення фермент-субстратного комплексу.
Специфічність — одна з найбільш видатних якостей ферментів. Його властивість їх було відкрито ще в минулому столітті, коли було зроблено спостереження, що дуже близькі по структурі речовини — просторові ізомери (а — і b-метилглюкозиди) розщеплюються по ефірному зв'язку двома абсолютно різними ферментами.
Таким чином, ферменти можуть розрізняти хімічні сполуки, що відрізняються один від одного дуже незначними деталями будови, такими, наприклад, як просторове розташування метоксильного радикала і атома водню при 1-м-коді вуглецевому атомі молекули метилглюкозиду.
По образному вираженню, що незрідка вживається в біохімічній літературі, фермент личить до субстрата, як ключ до замку. Це знамените правило було сформульоване Е. Фішером в 1894 р. виходячи з того, що специфічність дії ферменту зумовлюється строгою відповідністю геометричної структури субстрата і активного центру ферменту.
У 50-і роки нашого століття це статична вистава була замінена гіпотезою Д. Кошланда про індуковану відповідність субстрата і ферменту. Суть її зводиться до того, що просторова відповідність структури субстрата і активного центру ферменту створюється у момент їх взаємодії один з одним, що може бути виряджене формулою “рукавичка — рука”. При цьому в субстраті вже деформуються деякі валентні зв'язки і він, таким чином, готується до подальшої каталітичної видозміни, а в молекулі ферменту відбуваються конформаційні перебудови. Гіпотеза Кошланда, заснована на допущенні гнучкості активного центру ферменту, задовільно пояснювала активування і інгібірування дії ферментів і регуляцію їх активності при дії різних чинників. Зокрема, конформаційні перебудови у ферменті в процесі зміни його активності Кошланд порівнював з коливаннями павутини, коли в неї попав видобуток (субстрат), підкреслюючи цим крайню лабільність структури ферменту в процесі каталітичного акту.
В даний час гіпотеза Кошланда поступово витісняється гіпотезою топохимічеського відповідності. Зберігаючи основні положення гіпотези взаїмоїндуцированной налаштування субстрата і ферменту, вона фіксує увагу на тому, що специфічність дії ферментів пояснюється в першу чергу пізнаванням тієї частини субстрата, яка не змінюється при каталізі. Між цією частиною субстрата і субстратним центром ферменту виникають багаточисельні точкові гідрофобні взаємодії і водневі зв'язки.
3.  Будова ферментів  
По будові ферменти можуть бути однокомпонентними, простими білками, і двокомпонентними, складними білками. У другому випадку у складі ферменту виявляється додаткова група небілкової природи.  
В різний час виникли різні найменування білкової частини і додаткової групи в двокомпонентних ферментах.
Хімічна природа найважливіших коферментів була з'ясована в 30-і роки нашого століття завдяки працям О. Варбурга, Р. Куна, П. Каррера і ін. Виявилось, що роль коферментів в двокомпонентних ферментах грають більшість вітамінів (Е, К, Q, В1, В2, В6, В12, С, Н та ін.) або з'єднань, побудованих за участю вітамінів (коензим А, НАД+ і т. п.). Крім того, функцію коферментів виконують такі з'єднання, як НS-глутатіон, багаточисельна група нуклеотидів і їх похідних, фосфорні ефіри деяких моносахаридів і ряд інших речовин.
Характерною особливістю двокомпонентних ферментів є те, що ні білкова частина, ні додаткова група окремо не володіють помітною каталітичною активністю. Лише їх комплекс проявляє ферментативні властивості. При цьому білок різко підвищує каталітичну активність додаткової групи, властиву їй у вільному поляганні в дуже малій мірі; додаткова ж група стабілізує білкову частину і робить її менш уразливою до денатуруючих агентів. Таким чином, хоча безпосереднім виконавцем каталітичної функції є простетичная група, твірна каталітичного центру, її дія немислима без участі поліпептидних фрагментів білкової частини ферменту. Більш того, в апоферменті є ділянка, що характеризується специфічною структурою, вибірково зв'язуючий кофермент. Це так званий кофермент зв'язуючий домен; його структура в різних апоферментів, що з'єднуються з одним і тим же коферментом, дуже схожа. Такі, наприклад, просторові структури нуклеотідсвязивающих доменів ряду дегідрогенази.
Інакше йде справа в однокомпонентних ферментів, що не мають додаткової групи, яка могла б входити в безпосередній контакт з перетворюваним з'єднанням. Цю функцію виконує частина білкової молекули, звана каталітичним центром. Передбачають, що каталітичним центром однокомпонентного ферменту є унікальне поєднання декількох амінокислотних залишків, розташованих в певній частині білкової молекули.
Найчастіше в каталітичних центрах однокомпонентних ферментів зустрічаються залишки сірки, гис, три, арг, цис, асп, глу і тир. Радикали перерахованих амінокислот виконують тут ту ж функцію, що і кофермент у складі двокомпонентного ферменту.
Амінокислотні залишки, створюючі каталітичний центр однокомпонентного ферменту, розташовані в різних точках єдиного поліпептидного ланцюга. Тому каталітичний центр виникає в той момент, коли білкова молекула набуває властивої їй третинну структуру. Отже, зміна третинної структури ферменту під впливом тих або інших чинників може привести до деформації каталітичного центру і зміни ферментативній активності.
Окрім каталітичного центру, утвореного поєднанням амінокислотних радикалів або приєднанням кофермента, у ферментів розрізняють ще два центри: субстратний і алостеричний.
Під субстратним центром розуміють ділянку молекули ферменту, відповідальну за приєднання речовини (субстрата), що піддається ферментативному перетворенню. Часто цю ділянку називають “якірним майданчиком” ферменту, де, як судно на якір, стає субстрат. У багатьох випадках прикріплення субстрата до ферменту йде за рахунок взаємодії з e-аміногрупой радикала ліз, розташованого в субстратному центрі. Цю ж роль може виконувати СООН-група глу, а також НS-група цис. Проте роботи останніх років показали, що набагато більше значення тут мають сили гідрофобних взаємодій і во-огрядні зв'язки, що виникають між радикалами амінокислотних залишків субстратного центру ферменту і відповідними угрупуваннями в молекулі субстрата.
Поняття про каталітичний і субстратном центрі не слід абсолютизувати. У реальних ферментах субстратний центр може збігатися (або перекриватися) з каталітичним центром. Більш того, каталітичний центр може остаточно формуватися у момент приєднання субстрата. Тому часто говорять про активний центр ферменту, що представляє поєднання перше і друге. Активний центр у ферментів розташовується на дві щілини при двоядерній структурі, наприклад в лізоциму і рібонуклеази, або на дні глибокої западини, як в хімотрипсиногена.
Аллостерічеський центром є ділянка молекули ферменту, в результаті приєднання до якого певної низькомолекулярної (а інколи — і високомолекулярного) речовини змінюється третинна структура білкової молекули. Внаслідок цього змінюється конфігурація активного центру, що супроводиться або збільшенням, або зниженням каталітичної активності ферменту. Це явище лежить в основі так званої аллостерічеськой регуляції каталітичної активності ферментів.

Значення молекулярних мас ферментів вагаються в широких межах: від декількох тисяч до декількох мільйонів. У природі налічується декілька десятків ферментів, що володіють порівняно невеликими молекулами (до 50 тис.). Проте більшість ферментів представлена білками вищої молекулярної маси, побудованими з субодиниць. Так, каталаза (М=25200) містить в молекулі шість протомеров з М=42000 кожен. Молекула ферменту, прискорюючого реакцію синтезу рибонуклеїнових кислот (РНК-полімераза, М-код = 400000), складається з 6 нерівних субодиниць. Повна молекула глутаматдегидрогенази, прискорюючою процес окислення глутамінової кислоти (М=336000), побудована з 6 субодиниць з М=56000.
Способи компоновки протомерів в мультимері всілякі. Украй поважно, що добудований з субодиниць фермент проявляє максимальну каталітичну активність саме у вигляді мультимера: дисоціація на протомери різко знижує активність ферменту. Не всі ферменти-мультимери побудовані виключно з каталітично активних протомеров. Поряд з каталітичними в їх складі відмічені регуляторні субодиниці, як, наприклад, в аспартаткарбамілтрансферази.
Серед ферментів-мультимеров безумовно переважають димери і тетрамери (їх декілька сотень), в меншій мірі поширені гексамери і октамери (декілька десятків) і незвичайно рідко зустрічаються тримери і пентаметри.

Молекули ферментів-мультимеров у ряді випадків складені з субодиниць двох типів, що позначаються умовно як субодиниці типа А і В. Вони схожі один з одним, але відрізняються по деяких деталях первинної і третинної структур. Залежно від співвідношення протомерів типа А і У в мультимері останній може існувати у вигляді декількох ізомерів, які називають ізозимами.
В даний час інтерес до ізозимів різко підвищився. Виявилось, що окрім генетично детермінованих ізозимів існує велика група ферментів, що володіє множинними формами, що виникають в результаті їх посттрансляційної модифікації. Множинні форми ферментів і ізозимів зокрема використовуються зараз для діагностики хвороб в медицині, прогнозування продуктивності тварин підбору батьківських пар при схрещуванні для забезпечення максимального гетерозису в потомстві і тому подібне.

Значення просторової організації ферментів особливе яскраво виявляється при вивченні будови так званих мультиензимів, тобто ферментів, що володіють здатністю прискорювати одночасні декілька хімічних реакцій і здійснювати складні перетворення субстрата. Прикладом може служити мультиензим, прискорюючий реакцію окислювального декарбоксилювання піровиноградної кислоти. Цей багатоферментний комплекс з М=4500000 складається з трьох видів ферментів. Перший з них (E1) прискорює реакцію декарбоксилювання піровиноградної кислоти. До складу комплексу входить 12 димірних молекул цього ферменту (К=19200). Другий і третій ферменти, що каталізують окислювально-відновні процеси при окисленні піровиноградної кислоти, зосереджені усередині мультіензімного комплексу. Один з них (Е3) представлений шістьма димірними молекулами (М=112 000), інший (Е2) — 24 протомерамі (М=70000).
У тих випадках, коли мультиензимний комплекс обслуговує єдиний, багатоступінчастий процес біохімічних перетворень, його називають метаболоном (від слова метаболізм — обмін речовин). Такі метаболони гліколізу, біосинтезу ряду амінокислот, циклу дикарбонових і трикарбонових кислот і ін.
В результаті злагодженого в часі і просторі дії всіх трьох видів вхідних в його склад ферментів мультиензим з величезною швидкістю здійснює перетворення піровиноградної кислоти. Саме у кооперативному характері каталітичного процесу і криється головна відмінність біокаталізаторів від каталізаторів неорганічної природи, саме тому інтенсивність біокаталізу в десятки, сотні і тисячі разів перевершує потужність дії неорганічних каталізаторів.
Порівняно недавно виявлена ще одна своєрідна межа в будові ферментів: деякі з них є поліфункціональними, тобто володіють декількома ензиматичними активностями, але всього лише одним поліпептидним ланцюгом. Річ у тому, що цей єдиний ланцюг при формуванні третинної структури утворює декілька функціонально і стерично відособлених глобулярних ділянок — доменів, кожен з яких характеризується своєю каталітичною активністю.
При вивченні мультиензимних комплексів і поліфункціональних ферментів удалося зрозуміти найбільш важливу особливість ферментативного каталізу, а саме — естафетну передачу проміжних продуктів реакції від одного компонента каталітичної системи до іншого без їх вивільнення.
4. Класифікація ферментів і характеристика деяких груп 
За першою в історії вивчення ферментів класифікації їх ділили на дві групи: гідролази, прискорюючі гідролітичні реакції, і десмолази, прискорюючі реакції негідролітичного розпаду. Потім була зроблена спроба розбити ферменти на класи по числу субстратів, що беруть участь в реакції. Відповідно до цього ферменти класифікували на три групи. 
1. Каталізуючі перетворення двох субстратів одночасно в обох напрямах: А+В) С+d.

2. Прискорюючі перетворення двох субстратів в прямій реакції і одного в зворотній: А+В) С. 
3. Що забезпечують каталітичну видозміну одного субстрата як в прямій, так і в зворотній реакції: А) В.

Одночасно розвивався напрям, де в основу класифікації ферментів був покладений тип реакції, що піддається каталітичному впливу. Поряд з ферментами, що прискорюють реакції гідролізу (гідролази), були вивчені ферменти, що беруть участь в реакціях перенесення атомів і атомних груп (ферази), в ізомеризації (ізомерази), розщеплюванні (ліази), різних синтезах (синтетази) і так далі. Це напрям в класифікації ферментів виявився найбільш плідним, оскільки об'єднувало ферменти в групи не по надуманих, формальних ознаках, а за типом найважливіших біохімічних процесів, лежачих в основі життєдіяльності будь-якого організму. За цим принципом всі ферменти ділять на 6 класів.
1. Оксидоредуктаза — прискорюють реакції окислення — відновлення.

2. Трансферази — прискорюють реакції перенесення функціональних груп і молекулярних залишків. 

3. Гідролази — прискорюють реакції гідролітичного розпаду. 

4. Ліази — прискорюють негідролітичне відщеплення від субстратів певних груп атомів з утворенням подвійного зв'язку (або приєднують групи атомів по подвійному зв'язку). 

5. Ізомерази — прискорюють просторові або структурні перебудови в межах однієї молекули.

6. Лігази — прискорюють реакції синтезу, зв'язані з розпадом багатих енергією зв'язків.

Ці класи і покладені в основу нової наукової класифікації ферментів.
  До класу оксидоредуктази відносять ферменти, що каталізують реакції окислення — відновлення. Окислення протікає як процес видалення атомів Н (електронів) від субстрата, а відновлення — як приєднання атомів Н (електронів) до акцептора.
У клас трансфераз входять ферменти, що прискорюють реакції перенесення функціональних груп і молекулярних залишків від одного з'єднання до іншого. Це один з найбільш більших класів: він налічує близько 500 індивідуальних ферментів. Залежно від характеру угрупувань, що переносяться розрізняють фосфотрансферази, амінотрансферази, глікозілтрансферази, ацилтрансферази, трансферази, що переносять одинвуглецеві залишки (метілтрансферази, форміл-трансферази), і ін. Наприклад, амідази прискорюють гідроліз амідів кислот. З них важливу роль в біохімічних процесах в організмі грають уреаза, аспарагіназа і глутаміназа.
Уреаза була одним з перших білків-ферментів, отриманим в кристалічному стані. Це однокомпонентний фермент (М=480000), молекула його глобулярна і складається з 8 рівних субодиниць. Уреаза прискорює гідроліз сечовини до NН3 і СО2.
Характерні межі дії ферментів класу лігаз (синтетаз) виявлені зовсім недавно у зв'язку із значними успіхами у вивченні механізму синтезу жирів, білків і вуглеводів: Виявилось, що старі уявлення про утворення цих з'єднань, згідно з якими вони виникають при зверненні реакцій гідролізу, не відповідають дійсності. Дороги їх синтезу принципово інші.
Головна їх особливість — зв'язаність синтезу з розпадом речовин, здатних поставляти енергію для здійснення біосинтетичного процесу. Одним з таких природних з'єднань є АТФ. При відриві від її молекули у присутності лігаз одного або двох кінцевих залишків фосфорної кислоти виділяється велика кількість енергії, використовуваної для активування реагуючих речовин. Лігази ж каталітично прискорюють синтез органічних сполук з активованих за рахунок розпаду АТФ вихідних продуктів. Таким чином, до лігазам відносяться ферменти, що каталізують з'єднання один з одним двох молекул, зв'язане з гідролізом пірофосфатного зв'язку в молекулі АТФ або іншого нуклеозидтрифосфата.
Механізм дії лігаз вивчений ще недостатньо, але, поза сумнівом, він вельми складний. У ряді випадків доведено, що одна з речовин, що беруть участь в основній реакції, спочатку дає проміжне з'єднання з фрагментом молекули, що розпадається, АТФ, а услід за цим вказаний проміжний продукт взаємодіє з другим партнером основної хімічної реакції з утворенням кінцевого продукту.
5. Локалізація ферментів в клітці  
Однією з принципових відмінностей ферментів від каталізаторів небіологічного походження є кооперативний характер їх дії. На рівні одиночної молекули ферменту кооперативний принцип реалізується в тонкій взаємодії субстратного, активного і алостеричного центрів. Проте набагато більше значення має кооперативне здійснення реакцій на рівні ансамблів ферментів. Саме завдяки наявності систем ферментів — у вигляді мультиензимних комплексів або ще складніших утворень — метаболонів, що забезпечують каталітичні перетворення всіх учасників єдиного метаболічного циклу, — в клітках з великою швидкістю здійснюються багатостадійні процеси як розпаду, так і синтезу органічних молекул. Ферментативний каталіз в багатостадійних реакціях йде без виділення проміжних продуктів: лише виникнувши, вони тут же піддаються подальшим перетворенням.
Це можливо лише тому, що в клітинному вмісті ферменти розподілені не хаотично, а строго впорядковано. З сучасної точки зору клітка представляється високоорганізованою системою, в окремих частинах якої здійснюються строго певні біохімічні процеси. Відповідно до приуроченністю їх до певних субклітинних часток або відсіків (компартментам) клітки в них локалізовані ті або інші індивідуальні ферменти, мультиензімні комплекси, поліфункціональні ферменти або складні метаболони.
Всілякі гідролази і ліази зосереджені переважно в лізосомах. Усередині цих порівняно невеликих (декілька нанометрів в діаметрі) бульбашок, обмежених мембраною від гіалоплазми клітки, протікають процеси деструкції різних органічних сполук до тих простих структурних одиниць, з яких вони побудовані. Складні ансамблі окислювально-відновних ферментів, такі, наприклад, як цитохромная система, знаходяться в мітохондріях. У цих же субклітинних частках локалізований набір ферментів циклу дикарбонових і трікарбонових кислот. Ферменти активування амінокислот розподілені в гіалоплазмі, але вони ж є і в ядрі. У гіалоплазмі присутні багаточисельні метаболони гліколізу, структурно об'єднані з такими пентозофосфатного циклу, що забезпечує взаїмопереключеніє дихотомічного і апотомічеського доріг розпаду вуглеводів. В той же час ферменти, прискорюючі перенесення амінокислотних залишків на зростаючий кінець поліпептидного ланцюга і каталізуючі деякі інші реакції в процесі біосинтезу білка, зосереджені в рібосомальном апараті клітки. Нуклеотіділтрансферази, прискорюючі реакцію перенесення нуклеотідних залишків при новоутворенні нуклеїнових кислот, локалізовані в основному в ядерному апараті клітки. Таким чином, системи ферментів, зосереджені в тих або інших структурах, беруть участь в здійсненні окремих циклів реакцій. Будучи тонко координовані один з одним, ці окремі цикли реакцій забезпечують життєдіяльність кліток, органів, тканин і організму в цілому.
6. Методи виділення і очищення ферментів  

Довгий час сповна обгрунтовано вважали, що всі ферменти — тіла білкової природи. Проте на початку 80-х років була несподівано відкрита здатність низькомолекулярних рибонуклеїнових кислот прискорювати реакцію перетворення попередників РНК у функціонально значимий продукт, тобто виникло уявлення про полірибонуклеотидний природ деяких ферментів, названих рибозимами.
Хоча вже здійснений лабораторний синтез ряду ферментів — рибонуклеази, лізоциму, фередоксину і цитохрому с, важко чекати, що синтетичне здобуття ферментів отримає широке поширення в найближчі десятиліття зважаючи на його складність і дорожнечу, тому єдиний реальний в даний час спосіб здобуття ферментів — це виділення їх з біологічних об'єктів.
Виділяють ферменти так само, як і інші білки, хоча є прийоми, вживані переважно для ферментів. З них можна відзначити екстракцію гліцерином, в якому зберігаються нативні властивості ферментів, а також метод ацетонових порошків, що полягає в осадженні і швидкому обезводненні при температурі не вище, — 10°С тканин або витягів з них, що містять ферменти. До їх числа відноситься також здобуття ферментів шляхом адсорбції з подальшою елюцією (зняттям) з адсорбенту. Цей метод був введений в хімію ферментів А. Я. Данільовським і дав потужний поштовх розвитку ферментології. Зараз адсорбційний метод виділення і очищення ферментів розроблений детально. Поряд з ним широко застосовують метод іонообмінної хроматографії, метод молекулярних сит, електрофорез і особливо ізоелектрофокусированіє. Одна з модифікацій адсорбційного методу — афінна хроматографія, де адсорбентом служить речовина, з якою фермент взаємодіє вибірково. В результаті лише один цей фермент затримується на колонці, а всі супутні йому виходять із струмом проявника. Змінюючи характер проявника, досліджуваний фермент елюює з колонки. Цим методом досягають очищення ферменту в декілька тисяч разів, застосовуючи всього лише одноповерхову (аффінная сорбція — елюція) схему виділення.

Для успішного виділення ферментів з клітинного вмісту необхідне дуже тонке подрібнення вихідного матеріалу, аж до руйнування субклітинних структур: лізосом, мітохондрій, ядер і ін., які несуть в своєму складі багато індивідуальних ферментів. Особливу увагу при виділенні ферментів приділяють проведенню всіх операцій в умовах, що виключають денатурацію білка, оскільки вона завжди пов'язана з втратою ферментативної активності. Цьому сприяє проведення операцій у присутності захисних добавок, з'єднань, що зокрема HS-містять (цистеїну, глутатіона, меркаптоетанола, цистеаміна, дітіотрєїтола і ін.
Дуже поважно підтримувати на всіх етапах виділення ферментів низьку температуру, оскільки деякі з них навіть при — 80°С втрачають активність.

Для оцінки гомогенності ферментного препарату удаються до звичайних методів білкової хімії. Переломним моментом в удосконаленні методів здобуття високоочищених, гомогенних препаратів ферментів було відкриття здатності їх кристалізуватися, здійснене вперше в 1906 р. А. Д. Розенфельдом (їм була отримана у вигляді кристалів оксидаза з коріння редьки) і що придбало з 1926 р. широку популярність після роботи Д. Самнера по здобуттю кристалічної уреази з бобів канавалії. Незрідка про міру чистоти ферментного препарату судять по його біологічній активності; якщо активність при подальшому очищенні не зростає, препарат можна вважати гомогенним. З 2003 включених в список ферментів більше 1500 виділено і в тій чи іншій мірі очищено, третя частина їх закристалізовувалася, в декількох сотень з'ясована первинна, а в декількох десятків — третинна структура.
7. Застосування ферментів в промисловості.

Застосування ферментів в хімічній  технології звичайно буває обумовлено їх високою вибірковістю і стереоспецифічністю, але ці властивості не завжди є бажаними. Наприклад, деколи  необхідні ферменти з широкою субстратною специфічністю для виробництва аналогів основного продукту. Перевага технології на основі ферментів перед хімічними каталізаторами  заключається в тому, що відносно в м’яких  умовах можна досягти більш високих результатів. (Д.Бест биотехнология и химия). Також особливістю є невелика кількість шкідливих  для біосфери відходів і побічних продуктів, що є в сьогоднішній час необхідним для збереження нормального екологічного стану навколишнього середовища.  

На сьогоднішній день виявлено більше 3000 різних видів ферментів. Біотехнологи вважають за краще використовувати позаклітинні ферменти.  Вони простіше піддаються перетворенням в промислові препарати, оскільки в  них не потрібно руйнувати стінки мікробних клітин.

В промислових  технологіях дуже популярними є гідролітичні ферменти. Яскраво виражена специфічність гідролаз дозволяє отримувати готові продукти  високої чистоти.

 Широке застосування ферменту ізомерази пояснюється тим, що він перетворює глюкозу в фруктозу, в результаті чого утворюється глюкозо-фруктозний сироп, який практично замінює цукор в ряді процесів харчової промисловості. Можна перечислити  багато інших сфер застосування ферментів. Наприклад, в шкірній промисловості для пом’якшення шкір, вимочування льону, обезжирювання шовку-сирцю виробництво добавок для кормів, що є  важливим для тваринництва, і т.д. 

Особливо високі результати в виробництві різних речовин можливо отримати при за допомогою іммобілізованих ферментів.
Сьогодні в промисловості використовуються різні ферментні препарати. Розглянемо препарати, які створені на протеїназах, глюкозоізомеразі, амілазах і амілоглюкозидазах. 
7.1. Протеїнази.
Спочатку їх виділяли з тварин. Сьогодні їх все більше заміщують мікробіальні протеїнази. Першим ферментом, який знайшов застосування в промисловості була б-амілаза із Aspergillus orizae. Ці продукти містили значні домішки протеази і їх рекомендували використовувати як засоби, що сприяли травленню. Також на основі протеїназ створюють засоби для замочування білизни. Вперше такі засоби були у продажі вже в 1913 році. В кінці 60-х років приблизно 50 % всіх детергентів, які випускались в Європі і США, вже містили протеази. Ще одна галузь,0 де спостерігався бурний розвиток технологій  на основі протеаз – це виробництво сиру. Тут  всі зусилля були спрямовані на пошук замінників  сичуга телять. Для вироблення протеаз в промисловому масштабі потрібні штами мікроорганізмів, що синтезують позаклітинні протеази з високим виходом.

Протеази поділяють на три групи: серинові, кислі і металопротеази. Серед серинових протеаз  на першому місці стоїть субтилізин. Важливим є те, що серинові протеази не гідролізують білки до амінокислот. 

В склад  металопротеази входить атом металу, звичайно цинку, без якого фермент не активний. В промисловості металопротеази добувають за допомогою Bacillus amiloliquefacies i B.termoproteolyticus. Специфічність дії цих ферментів вища, ніж у серинових протеаз, але їх не можна використовувати як сичуг, так як рівень специфічності в них все ж високий.

Вони використовуються в пивоварінні, при гідролізі білків ячменю, так як серинові протеази інгібуються речовинами солоду. Видалення з їх допомогою солоду запобігає помутнінню пива, яке проходить при взаємодії білків з танінами при охолодженні.

Кислі протеїнази. Вони синтезуються грибами. По своїм властивостям вони схожі на травні ферменти тварин – пепсин і ренін. Застосовують їх для гідролізу білку при виробництві соєвого соусу, в хлібопекарній промисловості, як засоби, які сприяють травленню і т.д.

Деякі кислі протеази можна використовувати в виробництві сиру. Більшість протеаз викликає згортання молока, але сир виходить несмачним із-за глибокого гідролізу казеїну. Субстрат на специфічність кислих протеаз термофільних грибів,  Mucor pusillus i M. michei, вужча. Вони схожі на ферменти сичуга  і широко застосовуються  для сторожування молока. Вже отримана експресія гену реніну телят в мікроорганізмах і тепер кишкова паличка може синтезувати ці ферменти.

Протеази знаходять застосування в обробці шкір  при видаленні шерстинок і пом’якшенні. Така обробка робить шкіру м’якшою і еластичнішою.
7.2. Амілази і амілоглюкозидази.

  Використання ферментів в виробництві  крохмалю дозволяє контролювати глибину його гідролізу і отримувати продукцію з бажаними властивостями: в’язкістю, осмотичним тиском, стійкістю до  кристалізації. Гідроліз каталізується ферментами трьох різновидів: ендоамілазами, екзоамілазами і б-1,6-глюкозидазами. 
Ендоамілази – це б-амілази. Які розщеплюють б-1,4-глюкозидні зв’язки амілазі і амілопектині з утворенням олігосахаридів з різної довжини ланцюгами і б-конфігурацією при С1  атомі глюкози. Для зрідження крохмалю при високій температурі використовують термостабільні б-амілази.  Наприклад амілази Bacillus licheniformis температурний оптимум лежить при 92° С. Для зрідження крохмаль диспергують у воді при нагріванні, для зменшення в’язкості  і для  запобігання осіданню крохмалю при охолодженні проводять частковий його гідроліз. При одностадійному розрідженні фермент   добавляють на самому початку, до приготування суспензії, яке проводять при 150° С на протязі 5 хвилин, після чого гідроліз ведуть 2 години при 95° С.

При кисло-ферментному зрідженні фермент після желатинування крохмалю, викликаного нагріванням. 

Сиропи, що добувають з крохмалю, містять  багато мальтози (40-50%). Знаходять застосування в виробництві карамелі і заморожених десертів.

Екзоамілази розщеплюють б-1,4-глюкозидні зв’язки, б-глюкогенні  амілази гідролізують б-1,6-глюкозидні зв’язки в розгалужених молекулах олігосахаридів. Для промислових цілей Глюкоамілази отримують із Aspergillus niger або Risopus sp. Це низько специфічні ферменти, які гідролізують зв’язки б-1,3 і б-1,6 повільніше ніж б-1,4. Вони стабільні в широкому діапазоні рН і більш активні при 75° С, хоча частіше функціонують при 65° С. В препаратах цих ферментів присутні забруднюючі домішки трансглюкозилази, яка каталізує утворення олігомерів глюкози, що не зброджуються. Це може суттєво понижувати вихід глюкози.

Глюкоамілази застосовуються в основному в виробництві концентрованого сиропу (90-97% D-глюкоза), з якого отримують кристалічну глюкозу. Також вони застосовуються при виробництві сиропів з високою ступінню конверсії (35-43% глюкози, 30-37% мальтози і 8-13 % мальтотріози) для харчової промисловості.
         7.3.Застосування інших ферментів, що важливі для комерції. 

Сьогодні  ферменти  застосовуються найбільш широко для перетворення вуглеводів, які відіграють особливу роль в харчовій і молочній промисловості. 

Глюкозоізомераза. Каталізує перетворення  глюкози у фруктозу. Комерційні препарати її відомі під фірмовою назвою „Sweetyzyme“ або „Maxazyme”. Їх поява  стала поштовхом для розвитку крупного виробництва фруктового соку. При високих концентраціях субстрату і нейтральних рН несолодка глюкоза з виходом 42-47 % ізомеризується ферментом в більш солодку фруктозу. Запатентовано багато способів іммобілізації і використання як самої ізомерази так і клітин, які її містять. Процес іде при 60-65 єС, при рН 7,0-8,5 в присутності іонів магнію.

Ряд   ферментів   грає         роль   i в  медичній діагностиці. Так, холестериноксидаза дозволяє визначити рівень холестерину в сироватці крові, а уреаза - рівень сечової кислоти. В дослідженнях генної інженерії використовують рестрикційні ендонуклеази,  які розрізають ДНК, і лігази,  які зшивають розрізані кінці ДНК.
 Групі американських дослідників на чолі з Девісом (Медична школа Стенфордського університету) вдалося підвищити вихід лігази в 500 разів  за рахунок введення декількох копій лігазного гену в клітини.
Пренатальну діагностику серповидноклітинної анемії можна здійснити, обробляючи рестрикційними    ендонуклеазами    ДНК    зародкових клітин амніотичної  рідини замість того, щоб відбирати проби крові зародка. Отримані мікробіологічним шляхом ферменти можуть   також   знайти   важливе   значення   у   виробництві пластмас. 

7.4. Технологія іммобілізованих ферментів
В промисловості вже  на початку 80 було реалізовано 4 широкомасштабні технології на основі іммобілізованих ферментів(глюкозоізомерази, аміноацилази, пеніцилази і лактази). Але ще на початку  20 століття  було відомо, що деякі ферменти, якщо їх адсорбувати на твердому носії (такому, як вугілля або силікагель), зберігають свою каталітичну активність. 

Іммобілізація – поняття досить широке. Воно означає просте зв’язування ферментів з нерозчинними в воді носіями, а також будь-яке обмеження  ступенів свободи ферментних молекул і їх фрагментів. Наприклад лактазу іммобілізують на частках кремнезему, застосовують для конверсії лактози сироватки в глюкозу і галактозу.

В майбутньому будуть використовуватись іммобілізовані ферменти.  Їх можна використовувати в наступних цілях: а ) холінестераза  може застосовуватись для визначення пестицидів; б) інші ферменти аналогічним способом можуть застосовуватися для визначення токсичних речовин, наприклад, гексокіназа дуже чутлива до малих концентрацій ліндану; в)іммобілізована гепариназа може застосовуватись для запобігання тромбоутворень в апаратах штучного кровообігу; г) іммобілізована  білірубіноксидаза може бути застосована для видалення білірубіну із крові новонароджених, які страждають на гепатит; д) іммобілізовані ферменти знайдуть подальше застосування в молочній промисловості. При виробництві сиру можуть використовуватись іммобілізовані білки, які згортують молоко – ренін  пепсин; е) Можливо, вдасться створити системи із декількох  іммобілізованих ферментів. Наприклад якщо заключити в мікро капсули три ферменти – уреазу, глутаматдегідрогеназу і глюкозодегідрогеназу, то їх можливо використати для видалення сечовини із крові хворих на ниркову недостатність; є) різноманітні іммобілізовані ферменти  з часом знайдуть застосування в датчиках  для швидкого аналізу. Особливо корисними із-за їх високої стабільності  можуть виявитись  ферменти термофілів.

Іммобілізація ферментів дає наступні переваги: зростання стабільності біотехнологічних процесів, оптимізацію рН для каталітичної активності, отримання більш чистої продуктів реакції, полегшення  відновлення і повторного використання біокаталізаторів, пониження інгібування ферментів.

Іммобілізація також  дозволяє зупинити реакцію на будь-якій стадії, отримати продукт очищений від ферменту, що дуже важливо в ряді харчових і промислових виробництв.

Як же проходить іммобілізація? Ферменти закріплюють в просторі по-різному, декількома способами. Їх можна адсорбувати на кераміці, склі, силікагелі, оксидах і гідроксидах металів, полісахаридах, органічних смолах і інших носіях. Адсорбція при цьому здійснюється фізичними або іонними силами взаємодії. Поширені також методи механічного включання ферментів в полімерні гелі, в напівпроникні полімерні мікро капсули, в повні волокна, в рідкі мембрани. Особливий інтерес мають способи, які дозволяють приєднувати ферменти до неорганічних носіїв за допомогою хімічних (ковалентних) зв’язків. Можливе таке прикріплення  ферментів до нейлону, полістиролу, поліакриламіду, іонообмінних смол.

Після закріплення на поверхні носія ферменти необхідно стабілізувати. Справа в тому, що вони є поживою для мікроорганізмів. Тому ферменти захищають від них, наприклад стінками мікропористого носія. Існують і інші способи стабілізації ферментів, коли молекули білку попередньо зв’язують „поперечними містками”, а потім вже прикріплюють хімічними зв’язками до твердого матеріалу і механічно включають утворення що дістали в тісні пори носія. Зафіксований таким чином фермент може працювати в різних умовах, зберігаючи активність при підвищених температурах і в відносно агресивних середовищах.

Також ефективним методом є іммобілізація не тільки ферментів, але й мікроорганізмів. Використання таких іммобілізованих клітин дає ряд переваг: не потрібно виділяти і очищати ферменти, невеликі витрати на виділення і очистку продуктів реакції, можливе створення наполовину безперервних  і автоматизованих процесів.
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Питання
1. Що таке ферменти?

2. Що входить до складу складного білка?

3. Перелічіть властивості ферментів.
4. Як за будовою класифікують ферменти?
5. Як за хімічним процесом класифікують ферменти?

6. Які основні методи виділення ферментів існують на сьогоднішній день? 
7. В яких галузях промисловості застосовують протеїнази?

8. В яких галузях промисловості застосовують амілази і амілоглюкозидази?

9. В яких галузях промисловості застосовують глюкозоідази?

10.  В чому заклечається технологія іммобілізованих ферментів?
Тести
1. Вкажіть ознаки, які властиві ферментам:

а) прискорюють шидкість протікання хімічної реакції; 

б) втрачаються в процесі реакції; 

в) володіють специфічністю дії; 

г) термолабільні;

д) активність ферменту регулюється; 
е) володіють високою каталітичною ефективністю
2 . Під специфічністю ферментів розуміють:
а) особливості третинної структури ферментного білку; 

б) здатність каталізувати строго специфічні реакції;

в) вимоги ферментами специфичічних умов для свого функціонування.
3. Специфічність дії ферментів обумовлені:

а) особливостями складу молекули субстрату; 
б) особливостями складу молекули ферменту; 

в) комплементарністю субстрату і активного центру ферменту.
4. При якому рН більшість ферментів проявляє максимальну активність:

а) кислому (рН=1,5-2); 

б) лужному (рН=8-9); 

в) близькому до нейтрального; 

г) тільки при рН 7
5. Оксидоредуктази каталізують:

а) перенесення однієї групи з одної молекули на іншу;

б) окисно-відновні реакції;

в) перетворення в межах однієї молекули;

г) розщеплення зв’язків шляхом гідролізу.
6. Як називають ферменти, які каталізують внутрішньо молекулярний перенос груп:  

а) кінази; 

б) мутази; 

в) рацемази; 

г) оксигенази; 

д) трансферази
7. До чого приводить денатурація ферментів ?

а) до зміни спецефічності ферментів

б) до втрати кофермента

в) до втрати активності фермента
8. Головною структурною особливістю білків-ферментів є:
а) наявність у них «активного центру»;

б) наявність у них четвертинної структури;

в) наявність у них повного набору залишків незаменінних амінокислот;

г) наявність у них залишків іоногенних амінокислот.

9. Ферментативна активність залежить в основному від наступних

факторів:

а) концентрації ферменту, субстратів і кофакторів; 
б) температури і рН;

в) наявності інгібіторів; 
г) наявності в ферменті алостеричного центру.

10. Властивості ферментів:

а) всі ферменти білкової природи;

б) ферменти каталізують у звичайних умовах (t=40-45о С, рН=1,5);

в) швидкість ферментативної реакції прямо пропорційна кількості ферменту;

г) ферменти специфічні; відрізняють абсолютну та відносну специфічність;

д) ферменти для своєї дії потребують суворо визначного значення рН середовища.
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