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Propiedades de Enzimas en Solucion Acuosa

Conocer las caracteristicas de los enzimas como
reactivos analiticos y la cinética de las reacciones
enzimaticas.

Tener una vision general de los diferentes métodos
enzimaticos de andlisis que utilizan enzimas en
disolucion.

Reconocer los problemas que se pueden resolver
mediante métodos enzimdticos e Interpretar los
resultados obtenidos en los mismos.



Uso de los ENZIMAS en diagnéstico clinico:
1. Unidades enzimaticas: Ul (SI).
2. Muestras bioldgicas.

3. Importancia clinica. Alteracidn de la actividad enzimadtica
asociada a un proceso patoldgico:
{F sangre

* Daiio tisular: » Necrosis del tejido.
» Incremento de la permeabilidad.

e Induccion enzimdtica.
{ sangre: deficiencia del tejido
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CPK — creatina Quinasa
LDH — Lactato deshidrogenasa
HBDH - a-hidroxibutirico deshidrogenasa




Enzima
Sustrato

ENZIMA {

b 4

Catalizador de origen bioldgico y naturaleza proteica, de alto

peso molecular y conformacion tridimensional caracteristica.

~~

Estructura y conformacion:
Contiene un centro activo, generalmente situado en un entorno apolar.
La actividad catalitica requiere que dicho centro adopte una conformacion
determinada, mantenida por el resto de la molécula proteica.

Reactividad:

Interaccion de complementariedad 'LLAVE- CERRADURA'. C([
La actividad catalitica requiere en gener'al la presencia de
cofactores para llevar a cabo la conversién del sustrato.




Proteina no activa
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APOENZIMA

FMN

\

Tones metdlicos
y/o moléculas

. o

+ ‘ Cofactores

.

Glucosa oxidasa

Fosfato de tiamina
descarboxilasas

NAD*,
deshidrogenasa

. Sustancia orgdnica, no proteica

V

fuertemente enlazada
(6RUPO PROSTETICO)

Débilmente enlazados
(no estequiométricos)

Sustrato (COENZIMA)
(estequiométrico)
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Some Inorganic Elements That Serve as Cofactors for Enzymes

Cu?' Cytochrome oxidase

Fe’* or Fe*' Cytochrome oxidase, catalase, peroxidase

K- Pyruvate kinase

Mg’ Hexokinase, glucose 6-phosphatase, pyruvate kinase
Mn?* Arginase, ribonuclectide reductase

Mo Dinitrogenase

M2 Urease

e Glutathione peroxidase

Zn®’ Carbonic anhydrase, alcohol dehydrogenase,

carboxypeptidases A and B
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Some Coenzymes That Serve as Transient Carriers of Specific Atoms
or Functional Groups*

Examples of chemical Dietary precursor in
Coenzyme groups transferred mammals
Biocytin GO, Biotin
Coenzyme A Acyl groups Pantothenic acid and
other compounds
5'-Deaxyadenosylcobalamin H atoms and Vitamin B,
(coenzyme By,) alkyl groups
Flavin adenine dinucleatide Electrons Riboflavin (vitamin B,)
Lipoate Electrons and Mot required in diet
acyl groups
Nicotinamide adenine Hydride ion (1 H ) Nicotinic acid {niacin}
dinucleotide
Pyridoxal phosphate Amino groups Pyridoxine {vitamin B)
Tetrahydrofolate One-carbon groups Folate
Thiamine pyrophosphate Aldehydes Thiamine {vitamin B,)

*The structure and mode of action of these coenzymes are described in Part [ of this book.



Caracteristicas de las enzimas

Elevada especificidad
v Respecto del sustrato convertido
v Respecto de la reaccion catalizada
Elevada eficacia catalitica

Actividad a bajas concentraciones de enzima 'y
de sustrato

Actividad “in vitro”

Reactivos Analiticos
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Reaccion

Descomposicion
de H,O,

Catalizador

Ninguno
Fe2*

Catalasa

Temperatura
(°C)

20
22
22

Activacion
(Kcal/mol)

18
10
1,7
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Clasificacion de las Enzimas

www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/enzymes (E.C. w.x.y.z)

E.C.1.--.- Oxido-reductasas

Reacciones redox

E.C.2.-.-.- Transferasas
Transferencia de grupos
funcionales

E.C.3.-.-.- Hidrolasas
Reacciones de hidrdélisis

E.C.4.- -.- Liasas
Adiciones a dobles
enlaces

Isomerizaciones

E.C.6.-.-.- Ligasas
Formacion de enlaces
con ruptura de un

Pirofosfato enel ATP

41 >C=C<
42.>C=0
4 3. >C=N-

5.1. Racemasas
h.2. Cis-trans isomerasas

6.1. C-O
6.2. C-S

6.3. C-N
6.4. C-C



Unidades de Concentracion de Enzima:
Actividad Enzimatica

Unidad internacional (I.U.):
Cantidad de enzima que cataliza la formacién de un pmol de producto
por minuto en las condiciones (pH, T...) especificadas.

Katal (Kat):
Cantidad de enzima que cataliza la transformacion de 1 mol de
sustrato por segundo en unas condiciones definidas.

o

1TU. = 16,67 nkat; 1 pkat = 60 I.U.

Actividad especifica de un preparado: Unidades/mg proteina
Concentracion de enzima en disolucion: mU o pU por L o mL

. 2

Actividad Molecular= Ndmero de cambio (turnover) k., [s7!]
Nudmero de moles de sustrato transformados por minuto
por mol de centro activo bajo condiciones éptimas




Es una medida basada en datos experimentales
Todas las condiciones que pueden afectar la actividad
Enzimatica deben ser estipuladas

1.0 IU = La cantidad de enzima capaz de convertir
1.0 umol de sustrato en producto en 1 minuto
dado que la [sustrato] inicial >> [enzima]
bajo condiciones de ensayo definidas

1.0 katal = La cantidad de enzima capaz de convertir

S.i 1.0 mol de sustrato en producto en 1 segundo
dado que la [sustrato] inicial >> [enzima]
bajo condiciones de ensayo definidas




Cada una de estas enzimas incrementa la velocidad
de reaccion pero con diferente actividad

[Producto]

enzima D

———

enzima A

Enzima Q

Adicion Tiempo --->




¢Qué caracteristicas de las enzimas
debo conocer antes de poner a punto un
Método enzimdtico de andlisis?

L ]

- Caracteristicas cinéticas de las reacciones enzimaticas.
Kii Y Vinax: SU Significado.

- Factores que afectan a la velocidad de las reacciones
enzimdticas y por tanto a la actividad enzimdtica.

/




Caracteristicas Cinéticas de las Reacciones Enzimaticas.

Reacciones Monosustrato

E+S kT ES = E+P

2

[S]



Enzima

(invertasa)
Sustrato

(sacarosa)

\

 *

Centro activo—

fructosa @ .. .
) 9 Enzima
disponible
glucosa ° Los productos

se liberan

Complejo
enzima-sustrato

El sustrato se

transforma en
productos "0 © g sustrato se

Copyrght & Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings. enlaza al enZimG



Caracteristicas Cinéticas de las Reacciones Enzimaticas.

(EDr'den 1

Reacciones Monosustrato

/ E+5%‘ES£E+P

Orden O )

Ecuacion de Michaelis-Menten

K

:
[S] \/
i !

Orden 1 Orden O

[S] « KM [S] > KM

V:Vmax-[S] V=V
Kw




Cinética Enzimatica

Relative enzyme activity

b
-

/ Hexokinase

Glucokinase

0 5 10 15 20

Glucose concentration (mM)

Copyright ® 1997 Wiley-Liss, Inc.




~—— > necesita para conseguir la

Entonces......

Peguena [sustrato] se

mitad de la Vmaxima

v

t Afinidad de la enzima por el sustrato

t Km

— > para alcanzar la mitad de la

Gran [sustrato] se necesita

Vmaxima

v

¥ Afinidad de la enzima por el sustrato




Cinetica Enzimatica
Importancia de conocer las Km’s

 Hexoquinasa e Glucoquinasa
Presente entodas las  Presente solo en higado
células Km=10mM
Km=30uM(>0,1mM)
Capaz de
metabolizar glucosa
Saturada prandial

[glucosa] en vena portahepatica del orden
de mM




palt]
e

2.0

1.5

1.0

o
o

Rate of formation of reaction
product (P) (relative units)

Vméx y Km

[E] = 1.0 unit

[E] = 0.5 unit

Concentration of substrate [S]

V. depende de la cantidad de enzima.



Influencia de la concentracidon de sustrato
sobre la actividad enzimatica

primer orden — Proporcional a la orden cero — Independiente de la
concentracion de sustrato concentracion de sustrato

!

Velocidad
de reaccidn

[S]



VmaX[S]
K, + [S]




Caracteristicas Cinéticas de las Reacciones Enzimaticas

Determinacion Experimental de los Pardmetros de Michaelis-Menten

Para desarrollar un nuevo ensayo enzimdtico o adaptar uno ya descrito
es importante conocer los valores de K, y v, de la enzima utilizada.

max

Representacién de v
Lineweaver-Burk

i_
v




Caracteristicas Cinéticas de las Reacciones Enzimaticas.

Determinacion Experimental de los Pardmetros de Michaelis-Menten

S

SV
Representacion de e o = 1/ Vpax
Hanes
S K
[ ]: [S]-|— M ‘ —KM
V. Vi V max l ““““ ~
..... KM/ Vmpx >
[S]
v] Representacion de

Eadie-Hofstee

- e [[V]j”max

v/[S]



Factores que afectan a la velocidad de las reacciones enzimdticas

Ademads para desarrollar un ensayo enzimatico deben controlarse
Todas aquellas variables experimentales que puedan afectar a la
velocidad de la reaccién enzimdtica.

<> Concentraciones de:

v Sustrato

v" Enzima (Actividad enzimatica)

v Activadores
v Inhibidores

< Temperatura
< pH

<> Fuerza ionica, naturaleza de los iones
presentes en el medio, etc.



Factores que afectan a la actividad enzimdtica

Presencia de Activadores (A)

Sustancias que producen un aumento de la velocidad de
la reaccion enzimadtica sin resultar alterados en ella.

¥

1. Interaccion con la enzima 2. Interaccién con el sustrato

E+ A—EA
S+ A—5A
EA+ ST=EAS==EA +P SA+ — E+PA

Mg?* para las
mus’rm‘ro

(fosfato) kinasas
de la enzima

v’ Cationes metdlic te de elementos
de ndmero atémico comprendido entre 19y 30
Anionhes inorgdnicos, de efecto inespecifico

CK/ Compuestos orgdnicos (cisteina, B-mercaptoetanol)
Cl-




Factores que afectan a la actividad enzimatica

Presencia de Inhibidores

Sustancias que producen una disminucion de la velocidad
de la reaccidn enzimadtica.

b o > 4

of o . . i i i
Inhibidores irreversibles Inhibidores reversibles
= La enzima recobra su actividad

La inhibicion aumenta con la [I] cuando se elimina al inhibidor del

y puede llegar a ser total medio

Unidn enzima-inhibidor covalente = Unién enzima-inhibidor y/o complejo

La inhibicién no revierte al ES-inhibidor no covalente

retirar el inhibidor de la mezcla % La inhipfcfén pqede ser r'e.\fer"rida

de reaccién por diahsns, o simple dilucion

La velocidad de reaccién disminuye # La mhlb.lcuon es altamente
especifica

linealmente con [I] a bajas [I]




Factores que afectan a la actividad enzimdtica: Temperatura

‘ Efecto final == Cada enzima posee una
temperatura éptima

Ejemplos

T optima para
enzimas humanas

T optima para
enzimas
termofilicas

—»

Velocidad de
reaccion

1 | |
0 20 40 60 80 100

Temperatura (°C) —>




Factores que afectan a la actividad enzimdtica: pH

/ d . rd .
pH dptimo pH dptimo
5 | para la pepsina para la fripsina
9
o
Q
[ 38
Q
©
O
(=]
9
O
O
©
>
| | | I |

4 pH y medio idnico afectan a la conformacion tridimensional de la proteina

V" La actividad de la enzima depende de la extension de la reaccién de
disociacidn de ciertos aminodcidos en la estructura proteica.

V' Siel sustrato tiene propiedades dcido-base es probable que la enzima
sdlo pueda catalizar la transformacion de su forma disociada o de su
forma no disociada.




Analisis Enzimaticos

Modo de medicidn Métodos de medicion
r— Directo Acoplado = i Lo
P Punto final Cinéticos
Deplecion Quimico
Acumulacion Enzimatico

Aplicaciones

Determinacion de analitos Determinacion de enzimas



Métodos de equilibrio
o de cambio total

b4

sustrato

-

X Meétodos de Punto Final
#¥ Con equilibrio favorable

medida de Pro

medida de

medida de €4 de orden uno

X Meétodos con r
acopladas

¥ Con reaccion i

de orden cero

Métodos cinéticos

b

Se mide la velocidad de la
reaccion enzimadtica

S Basados en cme'rlca

Basados en cinética

.4

Sustrato
Enzima
Activadores

),

nhibidores

K subsiguiente /




Métodos Enzimaticos de Equilibrio de PUNTO FINAL

E
Analito: S » S—P

A. Con equilibrio favorable »

Especie medida
Producto
Cofactor
Sustrato

1. Medida del Producto

POD
Hzoz + DH2 - 2 Hzo + D
(=440 nm)

2. Medida del Cofactor === NADH, i = 340 nm Espectrofotométrica
Fluorimétrica
Amperométrica

SH, + NAD* —= NADH + H* + S
S+ NADH + H* —— NAD" + SH,



Método a punto final

cholesterol esterase

Cholesterol ester + H,O » Cholesterol + Fatty acid

cholesterol oxidase

Cholesterol + O, » Cholest-4-en-3-one + H,O,

peroxidase

H;0; + 4-Aminoantipyrene + p-Hydroxybenzenesulfonate

@nuu&inﬂne @ 2H,0O




Meétodos Enzimaticos de Equilibrio de Punto Final

2. Medida del Cofactor

Il =

H O
| Xy 6N |C|—NH2
_ |
I
N N

7 o R
0=P-0O
i "on  oh ’ (forma reducida)
) N NN
o:||3—o </ | )
~ . . . . o /7, .
o N N Nicotinamida adenina dinucledtido

(NAD*) o su forma fosforilada
OH OHl-EP032') (NADP+)

Acetaldehido + NAD*

Nitrato
reducfasa

NO,~ + NADH + H*

0,2

0,0

NADH

L= 340 nm

Aldehido
deshidrogenasa
AIDH

Acido acético + NADH + H

NO,  + NAD* + H,0

350

A/nm



Métodos Enzimaticos de Equilibrio de UN SOLO PASO

E
Analito: S » S—P

A. Con equilibrio favorable »

Especie medida
Producto
Cofactor
Sustrato

1. Medida del Producto

POD
Hzoz + DH2 - 2 Hzo + D
(=440 nm)

2. Medida del Cofactor === NADH, A= 340 nm

3. Medida del Sustrato

El método enzimdtico aporta selectividad a la medida



3. Medida del Sustrato Ejemplo: Determinacién de dcido drico

O

HN y NH, v
J\ | >:O+OZ+HZOﬁ J\J\:%O*’COz*Hzoz
° N ° N N

Acido Urico

(7. = 292 nm) Alantoina
Asgo | Inyeccion de enzima
90 uM \
10 —
| 11
50 uM \\ T
o5l |
30 uM 0 0.61
0,37
00 L—1 L L - t/min



Si no se pueden medir fdcilmente los sustratos o productos de la
reaccién enzimdtica en la que se transforma el analito debe optarse
por un esquema de reacciones acopladas

Reaccion auxiliar (E_,):
Reaccion en la que se transforma la sustancia a determinar

Reaccion indicadora (E, ,):
Reaccion utilizada para realizar la medida

= Analito, compuesto a determinar

= Especies medibles

A. Métodos con reaccién indicadora subsiguiente
Eaux
S; +S5,— Py + P,

Eind.

P1+S3_’P3+P4




A. Sistema de reacciones acopladas con reaccién indicadora subsiguiente
Determinacion de glucosa, sistema HK-G6PDH

HK (Hexoquinasa); G6PDH (Glucosa-6-fosfato deshidrogenasy/s
Reaccion
HK Mar

Glucosa + ATP — Glucosa-6-P + ADP

6-6PDH
Glucosa-6-P + NADP+ — 6-fosfogluconato + NADPH + H*

Reaccion indicadora A340

1. Incubacién de la mezcla de ensayo
con G-6PDH en ausencia de HK

2. Adicion de HK y reduccién de NADP*

3. AA « [Glucosa]




Reaccion auxiliar:
Reaccion en la que se transforma la sustancia a determinar

Reaccion indicadora:
Reaccion utilizada para realizar la medida




Métodos Enzimaticos Cinéticos

A. Basados en reacciones de orden cero

Determinacién de enzimas, activadores e inhibidores

¥

Condiciones: Concentraciones saturantes de
de sustrato y coenzimas (v = v,,,,)

V:ks[E]




Métodos Enzimaticos Cinéticos

B. Basados en reacciones de orden uno

Determinacion de sustratos

¥

Vinax. Ley limite de orden 1 de
V= K -[S] la ecuacion de Michaelis-Menten
M [S]< 0,05 Ky
A
Pendiente
inicial
Comienzo d /

la reaccié




Método cinético

Creatine phosphate + ADP —~="2c X%, (yeatine + ATP

ATP ADP + G6P

G6P #. 6-Phosphogluconate + NADPH + H™
Add creatine

phosphate
and ADP

Add sample
containing
creatine kinase (
Aso Y Slope a
[creatine kinasa]

> ' le— Lagtime




L-Ascorbate : Oxygen oxidoreductase (EC 1. 10. 3. 3)

L-Ascorbic acid + /20, - Dehydroascorbic acid + H,O

Ascorbato oxidasa

|

Azas- (tu]' ‘6“2&5 (tf}

AEE:E

tiempo



Aplicaciones Analiticas

/A. Analisis Clinico

J

B. Industria Alimentaria

/ C. Otros campos \

3%  Control de calidad en la industria farmacéutica
\ y de cosméticos
% Quimica Agricola

%  Botdnica

\%% Microbiologia /




