CINETICA ENZIMATICA

ESTUDIA LA VELOCIDAD DE LAS
REACCIONES BIOQUIMICAS



Es la medida de la formacion de producto o la
desaparicionde sustrato por unidad de tiempo.




Velocidad de unareaccion se muestra a través de la construccion de
un grafico perfil de velocidad expresando la concentracion de

producto y el tiempo transcurrido

La pendiente de las tangentes a la curva que representa el perfil de
velocidad, proporciona la velocidad de la reaccion en ese punto, Vt,
la velocidad cambia constantemente, es 0 en el equilibrio.



« Lavelocidad en cada punto es la pendiente de la recta tangente

« Lavelocidad delareaccionS —» P

Se expresa: 0[S] = O6[P]= Kk[S]"
o] o]

v =Kk [S]"

La ecuacion de velocidad indica que la velocidad inicial de una
reaccion va a depender de la concentracion inicial de reactivos [S]
elevada a la potencia n, multiplicada por una constante k o
constante de velocidad.



La velocidad es proporcional a la concentracion de la enzima:

Se observan diferentes perfiles de
velocidad en funcién de
concentraciones crecientes de
enzima, en las que hay una cantidad
de sustrato suficiente para saturar la
enzima a cualquier concentracion a

la que se encuentre.
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La velocidad se duplica cada vez

gue lo hace la concentracion de
enzima

Debido a que la concentracion de sustrato no varia, las concentraciones
finales de producto seran idénticas,

Pero la concentracion final de producto se obtendra mas lentamente con
cantidades menor de enzima.



La actividad enzimatica se determina cuantitativamente observando el
efecto catalitico gue produce la enzima. Para lo cual es necesario conocer:

1- la ecuacion global de la reaccion catalitica

2- un procedimiento analitico sencillo para determinar la desaparicion del
sustrato o la aparicion de los productos de reaccion

3- si la enzima necesita de cofactores

Intensity of Intensity of
incident transmitted

light

4- el valor de Km para el sustrato

Lamp Monochromator

5- su pH o6ptimo

6- la zona de temperatura en la que muestra actividad elevada y es estable



La actividad enzimatica se va a expresar en unidades de
micromoles de sustrato, convertidos en producto por
minuto, en determinadas condiciones de reaccion



U: Unidad de actividad enziméatica > pmol/min a 25°C

U: actividad que cataliza 1 umol de sustrato por minuto a 25°C.

Actividad especifica: n°de unidades de enzima por miligramo de
proteina umol / min/ mg proteina o U/mg proteina
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La actividad especifica aumenta durante la purificacion de una enzima



Constante catalitica o n° de recambio para una enzima determinada:
son las unidades de actividad enzimatica por mol de enzima
n° recambio: umol/ min/ mol de enzima

Permite una comparacion directa de la capacidad catalitica relativa entre
enzimas. Ej: Catalasa es 250 veces mas activa que la amilasa

La comision de enzimas recomienda:
Katal: mol /seg conversion de un mol de sustrato / seg

1 Katal = 60.000.000 U



La velocidad inicial Vo de unareaccion catalizada por una enzima va
a depender de la concentracion de sustrato [S]

Si la cantidad de enzima permanece constante, a medida que
aumenta la [S], Vo aumenta hasta que la enzima libre se agota,
llegando a saturarse por el sustrato.




Cuando la concentracion de enzima permanece constante, la
reaccion alcanza un valor maximo en su velocidad inicial cuando
todos los centros especificos del sustrato estan saturados por la
enzima.
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Substrate concentration, [S] (mM)




Ecuacion de Michaelis Menten

La hipérbola caracteristica de la curva de saturacion de la enzima por
el sustrato. Se expresa matematicamente por la ecuacion:

VonInil: Vmax[S]
K +[S]

K,, concentracion de sustrato
a la cual la velocidad de
reaccion es 2 de su
velocidad méaxima

Ky k
2
E+S<—= ES——> E+P
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Substrate concentration, [S] (mMm)



 En las reacciones enzimaticas en que participan mas
de un sustrato, cada uno de ellos posee su propia Km

« LaKm representa una medida inversa de la afinidad
de la enzima por el sustrato.

« Cuanto mayor es el valor de Km menor sera la
afinidad de la enzima por el sustrato.



La forma lineal de la ecuacion de Michaelis-Menten se conoce como
grafica de los dobles reciprocos o de Linneweaver-Burk y se utiliza
para el calculo de los parametros cinéticos Km y Vmax.
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Ecuacion de Lineweaver-Burk



« Factores que modifican la velocidad de reaccion de
una enzima:

e Concentracion de sustrato
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Substrate concentration, [S] (mM)



e Concentracion de enzima

« Temperatura

« Aumenta la energia cinética
« Algunas son termoestables

Encima 40°C
predomina la
desnaturaliza
cion térmica
de la enzima

Debajo 40°C
predomina el
aumento de la
velocidad con
la temperatura
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PH: Efecto del pH sobre la actividad enzimatica

6
pH

Glucose 6-phosphatase

A pH extremos la proteina se desnaturaliza y la actividad
biologica decae



INHIBIDORES: compuestos que pueden inhibir de forma
especifica la actividad catalitica y su resultado puede
ser reversible o irreversible

Inhibidores irreversibles

Se unen ala enzima a traves de un enlace covalente

Inhibidores reversibles

Se unen ala enzima a traves de interacciones no covalentes

Inhibidores competitivos
Inhibidors reversibles y

Inhibidores no competitivos



Inhibicidn competitiva

El inhibidor y el sustrato compiten por el mismo centro activo de la

enzima
Similitud estructural con el sustrato
Al aumentar la concentracion de sustrato se desplaza al inhibidor



Competitive

La velocidad maxima permanece constante

El valor de Km aumenta



TOO_

CH2 succinate dehydrogenase
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Succinate Fumarate

COO

| succinate dehydrogenase
CH2 ~ NO REACTION
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Malonate




Inhibicidn no competitiva

El inhibidor se une en un sitio diferente al sitio activo de la enzima de
manera que se puede unir alaenzima o al complejo ES pero en ninguno
de los casos obtendremos productos.

No se revierte por agregado de mas sustrato



Non-Competitive

Los inhibidores no competitivos disminuyen la Vmax de la reaccion

Km permanece constante



Ej. El 4cido iodoacetico inhibe la transformacion de
glucosa en acido lactico a nivel muscular porque
compite con la enzima gliceraldehido fosfato
deshidrogenasa




Inhibidores irreversibles

CiHg __~_ Enzyme -S—Hg .
Enzyme — SH +“ ] S “ l + HCI

~7 " C00- ~"co0o-

p—Chloromercuribenzoate

Modificacion o destruccion de un grupo funcional
Imprescindible para la actividad enzimatica.



Inhibidores suicidas:

Farmacos con fines inhibidores.

Compuestos utilizados en la quimioterapia
anticancerosa

Efecto tOXico: veneno cianuro



REGULACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

- Regulacion de la concentracion de la enzima:
- Sintesis
- Degradacion

- Modulacion de la actividad de la enzima:

- Regulacion alostérica



Inhibicion del producto final

Retroalimentacidon negativa en una ruta metabodlica.

El producto final Z se acumula e inhibe alguno de
los primeros pasos de la ruta. Inhibicion
competitiva

Regulacion alostérica

poseen un sitio alostérico alejado del sitio activo
donde se une un activador o un inhibidor

Regulacion genética

Se impide el pasaje de ADN - ARN (transcripcion)
se impide la sintesis de la enzima





