ENZIMAS

Los enzimas son proteinas que catalizan reacciones quimicas en los seres vivos. i,
Los enzimas son catalizadores, es decir, sustancias que, sin consumirse en una %&
reaccion, aumentan notablemente su velocidad. No hacen factibles las reacciones ,
imposibles, sino que sélamente aceleran las que espontdneamente podrian producirse.
Ello hace posible que en condiciones fisioldgicas tengan lugar reacciones que sin o

catalizador requeririan condiciones extremas de presion, temperatura o pH. b-,h'

ASPECTOS GENERALES SOBRE LOS ENZIMAS

Practicamente todas las reacciones quimicas que tienen lugar en los seres vivos estan catalizadas por enzimas. Los
enzimas son catalizadores especificos: cada enzima cataliza un solo tipo de reaccion, y casi siempre actla sobre un
Unico sustrato o sobre un grupo muy reducido de ellos. En una reaccion catalizada por un enzima:

1. Lasustancia sobre la que actla el enzima se llama sustrato.
2. El sustrato se une a una region concreta del enzima, llamada centro activo. El centro activo comprende (1)

un sitio de union formado por los aminoacidos que estan en contacto directo con el sustrato y (2) un sitio
catalitico, formado por los aminoécidos directamente implicados en el mecanismo de la reaccion
3. Una vez formados los productos el enzima puede comenzar un nuevo ciclo de reaccion

1.- El enzimay su 2.- Union al centro 3.- Formacion de
sustrato activo productos

Los enzimas, a diferencia de los catalizadores inorganicos catalizan reacciones especificas. Sin embargo hay
distintos grados de especificidad. El enzima sacarasa es muy especifico: rompe el enlace b-glucosidico de la
sacarosa 0 de compuestos muy similares. Asi, para el enzima sacarasa, la sacarosa es su sustrato natural, mientras



que la maltosa y la isomaltosa son sustratos analogos. El enzima actlia con maxima eficacia sobre el sustrato
natural y con menor eficacia sobre los sustratos analogos. Entre los enzimas poco especificos estan las proteasas
digestivas como la quimotripsina, que rompe los enlaces amida de proteinas y péptidos de muy diverso tipo.

PROPIEDADES DE LOS ENZIMAS

Las propiedades de los enzimas derivan del hecho de ser proteinas y de actuar como catalizadores. Como proteinas,
poseen una conformacion natural mas estable que las demas conformaciones posibles. Asi, cambios en la
conformacion suelen ir asociados en cambios en la actividad catalitica. Los factores que influyen de manera méas
directa sobre la actividad de un enzima son:

o pH

0 temperatura

0 cofactores

EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Los enzimas poseen grupos quimicos ionizables (carboxilos -COOH; amino

5uhstrat9—i -NHo,; tiol -SH; imidazol, etc.) en las cadenas laterales de sus aminoacidos.
Segun el pH del medio, estos grupos pueden tener carga eléctrica positiva,
negativa o neutra. Como la conformacién de las proteinas depende, en parte,
de sus cargas eléctricas, habra un pH en el cual la conformacion sera la mas
adecuada para la actividad catalitica. Este es el llamado pH éptimo.

. Pepsin Urease  Arginase | g mayoria de los enzimas son muy sensibles a los cambios de
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7\ pH. Desviaciones de pocas décimas por encima o por debajo del
pH éptimo pueden afectar drasticamente su actividad. Asi, la
pepsina gastrica tiene un pH optimo de 2, la ureasa lo tiene a pH 7
y la arginasa lo tiene a pH 10 (Figura de la izquierda). Como
ligeros cambios del pH pueden provocar la desnaturalizacion de
la proteina, los seres vivos han desarrollado sistemas mas o
menos complejos para mantener estable el pH intracelular: Los

amortiguadores fisioldgicos.
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EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA

En general, los aumentos de temperatura aceleran las reacciones
quimicas: por cada 10°C de incremento, la velocidad de reaccién se
duplica. Las reacciones catalizadas por enzimas siguen esta ley
general. Sin embargo, al ser proteinas, a partir de cierta
temperatura, se empiezan a desnaturalizar por el calor. La
temperatura a la cual la actividad catalitica es maxima se llama
temperatura optima (Figura de la derecha). Por encima de esta
temperatura, el aumento de velocidad de la reaccion debido a la
temperatura es contrarrestado por la pérdida de actividad catalitica
debida a la desnaturalizacion térmica, y la actividad enzimatica
decrece rapidamente hasta anularse.
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EFECTO DE LOS COFACTORES SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

A veces, un enzima requiere para su funcion la presencia de sustancias no proteicas que colaboran en la catélisis:
los cofactores. Los cofactores pueden ser iones inorganicos como el Fe*™*, Mg™*, Mn**, Zn*" etc. Casi un tercio de
los enzimas conocidos requieren cofactores. Cuando el cofactor es una molécula organica se llama coenzima.
Muchos de estos coenzimas se sintetizan a partir de vitaminas. En la figura inferior podemos observar una molécula
de hemoglobina (proteina que transporta oxigeno) y su coenzima (el grupo hemo). Cuando los cofactores y las
coenzimas se encuentran unidos covalentemente al enzima se llaman grupos prostéticos. La forma cataliticamente
activa del enzima, es decir, el enzima unida a su grupo prostético, se llama holoenzima. La parte proteica de un

holoenzima (inactiva) se Ilama apoenzima, de forma que:

apoenzima + grupo prostético= holoenzima
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NOMENCLATURA DE LOS ENZIMAS

Hay varias formas mediante las cuales se asigna un nombre a un enzima:

nombres particulares
nombre sistematico
cbdigo de la comisidn enzimética (enzyme comission)

NOMBRES PARTICULARES

Antiguamente, los enzimas recibian nombres particulares, asignados por su descubridor. Al ir aumentando el
namero de enzimas conocidos, se hizo necesaria una nomenclatura sistematica que informara sobre la accion
especifica de cada enzima y los sustratos sobre los que actuaba.

NOMBRE SISTEMATICO

El nombre sistemético de un enzima consta actualmente de 3 partes:

el sustrato preferente
el tipo de reaccion realizado
terminacion "asa"

I O I Y

Un ejemplo seria la glucosa fosfato isomerasa que cataliza la isomerizacion de la glucosa-6-fosfato en fructosa-6-
fosfato.

Muchos enzimas catalizan reacciones reversibles. No hay una manera Unica para fijar cual de los dos sentidos se
utiliza para nombrar al enzima. Asi, la glucosa fosfato isomerasa también podria llamarse fructosa fosfato
isomerasa.

Cuando la accion tipica del enzima es la hidrolisis del sustrato, el segundo componente del nombre se omite y por
ejemplo, la lactosa hidrolasa se llama simplemente lactasa. Ademas de los nombre sistematicos, ain persisten otros
consagrados por el uso. Asi, la glucosa: ATP fosforiltransferasa se llama habitualmente glucoquinasa.

NOMENCLATURA DE LA COMISION ENZIMATICA

El nombre de cada enzima puede ser identificado por un cddigo numérico, encabezado por las letras EC (enzyme
commission), seguidas de cuatro nameros separados por puntos. El primer nimero indica a cual de las seis
clases pertenece el enzima, el segundo se refiere a distintas subclases dentro de cada grupo, el tercero y el cuarto se
refieren a los grupos quimicos especificos que intervienen en la reaccion.

Asi, la ATP:glucosa fosfotransferasa (glucoquinasa) se define como EC 2.7.1.2. El niUmero 2 indica que es una



transferasa, el 7 que es una fosfotransferasa, el 1 indica que el aceptor es un grupo OH, y el Gltimo 2 indica que es
un OH de la D-glucosa el que acepta el grupo fosfato.

CLASIFICACION DE LOS ENZIMAS

En funcidn de su accion catalitica especifica, los enzimas se clasifican en 6 grandes grupos o clases:

Clase 1: OXIDORREDUCTASAS
Clase 2: TRANSFERASAS

Clase 3: HIDROLASAS

Clase 4: LIASAS

Clase 5: ISOMERASAS

Clase 6: LIGASAS

I Y I Y I I [ |

Clase 1: OXIDORREDUCTASAS

Catalizan reacciones de oxidorreduccion, es decir, transferencia de hidrégeno (H) o electrones (e”) de un sustrato a

otro, segun la reaccién general: Reduced compound A Oxidized compound B
(reducing agent) (oxidizing agent)
A B
A @

AH,+B == A+BH,

B is reduced,
gaining electrons

N A is oxidized,
Areg + Box -— Aox + Bred losing electrons

(=]
- . - - - B
Ejemplos son la succinato deshidrogenasa o la citocromo ¢ oxidasa. Oxidized @ Reduced
compound A compound B

Clase 2: TRANSFERASAS

Catalizan la transferencia de un grupo quimico (distinto del hidrégeno) de un sustrato a otro, segun la reaccion:

AB+C =—  A+CB

Un ejemplo es la glucoquinasa, que cataliza la reaccion representada en la

Figura de la derecha: —OH , A a4 —OPOIN
H A0\ /i —0
3 FH e
glucosa+ ATP <—  ADP + glucosa-6-fosfato !“mH d}j m H,;i
o OH CHy—— On
H i i OH



Clase 3: HIDROLASAS
Catalizan las reacciones de hidrolisis:

A-B + H,O —_— AH + B-OH

Un ejemplo es la lactasa, que cataliza la reaccion:

lactosa +agua =——  glucosa + galactosa

Clase 4: LIASAS

Catalizan reacciones de ruptura o soldadura de sustratos:

A-B _— A+B

Un ejemplo es la acetacetato descarboxilasa, que cataliza la reaccion:
acido acetacético - ~— CO, + acetona

Clase 5: ISOMERASAS

Catalizan la interconversion de isémeros:

= B

A

Son ejemplos la fosfotriosa isomerasa y la fosfoglucosa isomerasa, que catalizan las reacciones representadas en la
tabla inferior:



fosfotriosa isomerasa fosfoglucosa isomerasa

gliceraldehido-3-fosfato — dihidroxiacetona-fosfato glucosa-6- — fructosa-6-
- fosfato = fosfato

Clase 6: LIGASAS

Catalizan la unién de dos sustratos con hidrolisis simultdnea de un nucle6tido trifosfato (ATP, GTP, etc.):

A+B+XTP  — A-B + XDP +P;

Un ejemplo es la piruvato carboxilasa, que cataliza la reaccion:

piruvato + CO, + ATP # oxaloacetato + ADP + P;



MODO DE ACCION DE LOS ENZIMAS

En las reacciones espontaneas, los productos finales tienen menos energia libre de Gibbs (DG) que los reactantes (Figura inferior izquierda). Por tanto, en
las reacciones espontaneas se libera energia de Gibbs (DG<0). Sin embargo, el comienzo de la reaccidn requiere un aporte inicial de energia. Esta energia

inicial que hay que suministrar a los reactantes para que la reaccion transcurra se llama energia de activacion (E,). Cuanto menor es la E; més facilmente
transcurre la reaccion.

Perfil energético de una reaccion espontanea Perfil energético de una reaccién catalizada
H- 2t
BiE = oy transition -
X state enzymatic
O-H : =
5 activation
g energy
reastants ) ’achvahon W
energy
2H,0, i
preducts
2H,O0+0O
2H,0+0, 2 2




La accion de los catalizadores consiste, precisamente, en disminuir la E, (Figura superior derecha). Los
enzimas son catalizadores especialmente eficaces, ya que disminuyen la E, aln mas que los catalizadores
inorganicos. Por ejemplo, la descomposicién del agua oxigenada (H,0,) para dar H,O y O, puede ocurrir sin
catalizador, con un catalizador inorgénico (platino), o con un enzima especifico (catalasa). Las respectivas E, para
cada proceso son 18, 12 y 6 Kcal/mol. Asi, se puede calcular que el platino acelera la reaccion 20.000 veces,
mientras que la catalasa la acelera 370.000 veces.

Para que una reaccion quimica tenga lugar, las moléculas de los reactantes deben chocar con una energia y una
orientacion adecuadas. La actuacion del enzima (1) permite que los reactantes (sustratos) se unan a su centro activo
con una orientacién 6ptima para que la reaccion se produzca y (2) modifica las propiedades quimicas del sustrato
unido a su centro activo, debilitando los enlaces existentes y facilitando la formacion de otros nuevos (Figuras

inferiores):

f/ _\:J_ Enzyme
/’j @_/ Subsiraie
( &

T
Bond heing str&"sed) .)- ‘.

Hay dos modelos sobre la forma en que el sustrato se une al centro activo del enzima:

el modelo llave-cerradura
el modelo del gjuste inducido

[ -

MODELO LLAVE-CERRADURA EI modelo llave-cerradura supone que la
estructura del sustrato y la del centro activo son complementarias, de la misma
forma que una Ilave encaja en una cerradura. Este modelo es valido en muchos
casos, pero no es siempre correcto.

enzima

substrato



y

Substrate

Glucose

ATP

Glucose-6-phosphatase

MODELO DEL AJUSTE INDUCIDO

Active
site

En algunos casos, el centro activo adopta la conformacion idonea sélo en
presencia del sustrato. La unién del sustrato al centro activo del enzima
desencadena un cambio conformacional que da lugar a la formacion del
producto. Este es el modelo del ajuste inducido Seria algo asi como un
cascanueces, que se adapta al contorno de la nuez.



REGULACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Una molécula de enzima no tiene por qué actuar siempre a la misma velocidad. Su actividad puede estar modulada
por:

ity

% maximal enzvme activ

s |

cambios en el pH
cambios en la temperatura
presencia de cofactores

las concentraciones del sustrato v de los productos finales
presencia de inhibidores

modulacion alostérica
modificacion covalente

activacion por proteolisis

isoenzimas

EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Los enzimas poseen grupos quimicos ionizables (carboxilos -COOH; amino
SUDstrate—i
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-NH_; tiol -SH; imidazol, etc.) en las cadenas laterales de sus aminoacidos.
Segun el pH del medio, estos grupos pueden tener carga eléctrica positiva,
negativa o neutra. Como la conformacién de las proteinas depende, en parte,
de sus cargas eléctricas, habra un pH en el cual la conformacion seré la mas
adecuada para la actividad catalitica (Figura de la derecha). Este es el
Ilamado pH éptimo.

Optimal pH

Pepsin Urease  Arginase | 3 mayoria de los enzimas son muy sensibles a los cambios de
7\ pH. Desviaciones de pocas décimas por encima o por debajo del
pH éptimo pueden afectar drasticamente su actividad. Asi, la
pepsina gastrica tiene un pH optimo de 2, la ureasa lo tiene a pH 7
y la arginasa lo tiene a pH 10 (Figura de la izquierda). Como
ligeros cambios del pH pueden provocar la desnaturalizacion de
la proteina, los seres vivos han desarrollado sistemas mas o
menos complejos para mantener estable el pH intracelular: Los
amortiguadores fisioldgicos.




EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

En general, los aumentos de temperatura aceleran
las reacciones quimicas: por cada 10°C de .
incremento, la velocidad de reaccion se duplica. Las Pt
reacciones catalizadas por enzimas siguen esta ley
general. Sin embargo, al ser proteinas, a partir de
cierta temperatura, se empiezan a desnaturalizar por
el calor. La temperatura a la cual la actividad
catalitica es maxima se llama temperatura 6ptima
(Figura de la derecha). Por encima de esta
temperatura, el aumento de velocidad de la reaccion

Enzymes
become
denatured|

Increasing
enzyme activity
—_—

debido a la temperatura es contrarrestado por la ! ! ! ' ! J
pérdida de actividad catalitica debida a la =10 ¢ i S » "
desnaturalizacion térmica, y la actividad enzimatica Temperature (°C)

decrece rapidamente hasta anularse.

EFECTO DE LOS COFACTORES SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

A veces, un enzima requiere para su funcion la presencia de sustancias no proteicas que colaboran en la catélisis:
los cofactores. Los cofactores pueden ser iones inorganicos como el Fe*™*, Mg™™, Mn**, Zn*" etc. Casi un tercio de
los enzimas conocidos requieren cofactores. Cuando el cofactor es una molécula orgéanica se llama coenzima.
Muchos de estos coenzimas se sintetizan a partir de vitaminas. En la figura de la izquierda podemos observar una
molécula de mioglobina (proteina que transporta oxigeno al tejido muscular) y su coenzima (el grupo hemo,
representado en color verde). Cuando los cofactores y las coenzimas se encuentran unidos covalentemente al
enzima se llaman grupos prostéticos. La forma cataliticamente activa del enzima, es decir, el enzima unida a su
grupo prostético, se llama holoenzima. La parte proteica de un holoenzima (inactiva) se llama apoenzima, de forma
que:

apoenzima + grupo prostético= holoenzima



EFECTO DE LAS CONCENTRACIONES SOBRE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA La velocidad de una reaccion enzimatica depende de la
concentracion de sustrato. La Figura de la derecha muestra la velocidad de una
reaccion enzimatica a 6 concentraciones distintas de sustrato.

Ademas, la presencia de los productos finales puede hacer que la reaccion sea mas
lenta, o incluso invertir su sentido (Figura inferior).

‘ Equilibrium shifts to left

. if product starts to build up
~

Product

EFECTO DE LOS INHIBIDORES SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Ciertas moléculas pueden inhibir la accion catalitica de un enzima: son los inhibidores. Estos inhibidores bien
pueden ocupar temporalmente el centro activo por semejanza estructural con el sustrato original (inhibidor
competitivo) o bien alteran la conformacién espacial del enzima, impidiendo su unién al sustrato (inhibidor no
competitivo) (Figuras inferiores).

Inhibidor competitivo Inhibidor no competitivo

S ‘ .
|

Mo inhibitor present - the substrate hinds Inhibitar binds



MODULACION ALOSTERICA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Hay enzimas que pueden adoptar 2 conformaciones interconvertibles llamadas R (relajada) y T (tensa). R es la
forma maés activa porque se une al sustrato con mas afinidad. Las formas Ry T se encuentran en equilibrio R <==>
T (Figura inferior):

_ﬁ

Ciertas sustancias tienden a estabilizar la forma R. Son los Ilamados moduladores positivos. El propio sustrato es a
menudo un modulador positivo. Las moléculas que favorecen la forma R pero que actdan sobre una region del
enzima distinta del centro activo son los activadores alostéricos (Figura inferior izquierda).

Activador alostérico: favorece la union = Inhibidor alostérico: impide la unién del
del sustrato sustrato

Allosteric
Allgsteric mn or
a tor aAllosteric
site

strate

Las sustancias que favorecen la forma T y disminuyen la actividad enzimatica son los moduladores negativos. Si
estos moduladores acttan en lugares distintos del centro activo del enzima se llaman inhibidores alostéricos
(Figura superior derecha) .



EFECTO DE LA MODIFICACION COVALENTE SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Otros enzimas pasan de una forma menos activa a otra méas activa uniéndose covalentemente a un grupo quimico de
pequefio tamafio como el P; o el AMP. También se da el caso inverso, en el que un enzima muy activo se desactiva
al liberar algiin grupo quimico. En las enzimas de las vias degradativas del metabolismo, la forma fosforilada es
mas activa que la no fosforilada, mientras que en las vias biosintéticas ocurre lo contrario. En las figuras inferiores
se ilustra la activacion de una proteina por fosforilacion.

Elementos de la reaccion | El enzima no fosforilado es inactivo El enzima fosforilado es activo

inactive enzyme

\‘3 phosphate
W substrate ‘ ‘

ACTIVACION PROTEOLITICA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Algunos enzimas no se sintetizan como tales,
sino como proteinas precursoras sin actividad
enzimatica. Estas proteinas se Ilaman
proenzimas o zimogenos. Para activarse, los
zimogenos sufren un ataque hidrolitico que
origina la liberacién de uno o varios péptidos.
El resto de la molécula proteica adopta la
| ehymatrypsin conformacién y las propiedades del enzima
Ser Mg It gctivo. Muchos enzimas digestivos se secretan
P " _ y i en forma de zimdgenos y en el tubo digestivo se
convierten en la forma activa. Es el caso de la
a-quimotripsina, que se sintetiza en forma de
quimotripsinégeno (Figura superior). Si estos
] enzimas se sintetizasen directamente en forma
&5 activa destruirian la propia célula que las
produce. Asi, la tripsina pancredtica (una proteasa) se sintetiza como tripsindgeno (inactivo). Si por alguna razén se
activa en el propio pancreas, la glandula sufre un proceso de autodestruccion (pancreatitis aguda), a menudo mortal.

it Chymotrypsin

{ i Ehae




REGULACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA POR MEDIO DE
ISOENZIMAS

Algunos enzimas tienen distinta estructura molecular aunque su funcion biologica es similar. Se llaman isozimas o
isoenzimas. Estas diferencias de estructura se traducen en ligeros cambios en sus propiedades, de forma que cada
isozima se adapta perfectamente a la funcion que debe realizar. Asi, podemos observar la existencia de isoenzimas
en funcion de:

el tipo de tejido: Por ejemplo, la lactato deshidrogenasa presenta isozimas distintos en muasculo y corazoén.
el compartimento celular donde actda: Por ejemplo, la malato deshidrogenasa del citoplasma es distinta de
la de la mitocondria.

o el momento concreto del desarrollo del individuo: Por ejemplo, algunos enzimas de la glicolisis del feto
son diferentes de los mismos enzimas en el adulto.

[

CINETICA ENZIMATICA

enzimaticas. Por este motivo, antes de empezar con la cinética quimica, se van a

Los principios generales de las reacciones quimicas se aplican también a las reacciones .
repasar algunos conceptos bésicos de cinética quimica. A

continuacion, se describiran los siguientes conceptos:

Cinética enzimatica

Modelo cinético de Michaelis-Menten
Calculo de la Ky Y 12 Vinax de un enzima
Actividad enzimatica

O O O J

CONCEPTOS BASICOS DE CINETICA QUIMICA

En una reaccién de orden cero, la velocidad de formacion del producto es independiente de la concentracion de
sustrato: v = k

En una reaccion de primer orden la velocidad de formacién de los productos es directamente proporcional a la
concentracion del sustrato: v = k [A]. Asi, en la reaccion:
sacarosa + agua ‘—_h glucosa + fructosa

La velocidad de hidrolisis de la sacarosa es, en todo momento, proporcional a la concentracion de sacarosa. Dicho
matematicamente, donde [A] es la concentracién de sacarosa a cada tiempo (t) y k es la constante de
proporcionalidad. Se dice que ésta es una reaccion de primer orden.

Una reaccion de segundo orden es aquella en la que la velocidad de formacion del producto depende



0 de la concentracion de dos sustratos (como en una reaccion de condensacion): v = k [A;] [Az]
= del cuadrado de la concentracién de un Gnico sustrato (reaccién de dimerizacion): v = k [AJ?

En la tabla siguiente se resumen los distintos tipos de reaccion, y la forma de calcular sus parametros cinéticos.

Expresion diferencial
de la velocidad

Ecuacion integrada
de la velocidad

Vida media (t12)

Representacion que
da lugar a una recta

Signo de la pendiente

Significado de la
pendiente

Significado de la
ordenada en el origen

[Alo es

ORDEN CERO PRIMER ORDEN
~dlA] - d[A]
T3 G o

[A] = -kt + [Alo Ln[A] = -kt + Ln[A]o

E 0.693
2k e
[A] vs t Ln[A] vs t
negativo negativo
K K
[Alo Ln[Ao
b e’

CINETICA ENZIMATICA

&) Substrate

Enzyme Enzyme-substrate
complex

ES

E+S ———

SEGUNDO ORDEN

-d[A]

=

4]

k4,
1/[A] vs t
positivo
k

1

T
|5 o
1/b

La cinética enzimética estudia la velocidad de las
reacciones catalizadas por enzimas. Estos estudios
proporcionan informacioén directa acerca del
mecanismo de la reaccidn catalitica y de la especifidad
del enzima. La velocidad de una reaccion catalizada
por un enzima puede medirse con relativa facilidad, ya
gue en muchos casos no es necesario purificar o
aislar el enzima. La medida se realiza siempre en las
E+P condiciones éptimas de pH, temperatura, presencia de

cofactores, etc, y se utilizan concentraciones saturantes de sustrato. En estas condiciones, la velocidad de reaccién
observada es la velocidad maxima (Vmax). La velocidad puede determinarse bien midiendo la aparicion de los
productos o la desaparicion de los reactivos.



Al seguir la velocidad de aparicion de producto (o de desaparicion del

[F]

'rggigt'm sustrato) en funcion del tiempo se obtiene la llamada curva de avance de la
rate reaccion, o simplemente, la cinética de la reaccion. A medida que la

reaccion transcurre, la velocidad de acumulacion del producto va
disminuyendo porque se va consumiendo el sustrato de la reaccion (Figura
de la derecha). Para evitar esta complicacion se procede a medir la
velocidad inicial de la reaccion (vg). La velocidad inicial de la reaccion es
igual a la pendiente de la curva de avance a tiempo cero (Figura de la
derecha). De esta forma, la medida de v se realiza antes de que se consuma
el 10% del total del sustrato, de forma que pueda considerarse la [S] como
esencialmente constante a lo largo del experimento. Ademas, en estas
condiciones no es necesario considerar la reaccion inversa, ya que la cantidad de producto formada es tan
pequefia que la reaccion inversa apenas ocurre. De esta forma se simplifican enormemente las ecuaciones de
velocidad.

0 Lirme

Para estudiar la cinética enzimatica se mide el efecto de la
concentracion inicial de sustrato sobre la velocidad inicial de la
reaccion, manteniendo la cantidad de enzima constante. Si
representamos Vv, frente a [S]o obtenemos una grafica como la de la
Figura de la derecha. Cuando [S], es pequefia, la velocidad inicial es
directamente proporcional a la concentracién de sustrato, y por tanto,
la reaccidn es de primer orden. A altas [S]o, el enzima se encuentra
saturada por el sustrato, y la velocidad ya no depende de [S]o. En este
punto, la reaccion es de orden cero y la velocidad es maxima (Vmax)-
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MODELO CINETICO DE MICHAELIS-MENTEN Los estudios
~sistematicos del efecto de la concentracidn inical del sustrato sobre la

. actividad enzimatica comenzaron a realizarse a finales del siglo XI1X. Ya
en 1882 se introdujo el concepto del complejo enzima-sustrato como
intermediario del proceso de catalisis enzimatica. En 1913, Leonor
Michaelis (foto de la izquierda) y Maud Menten (foto de la derecha)
desarrollaron esta teoria y propusieron una ecuacion de velocidad que
explica el comportamiento cinético de los enzimas.

Para explicar la relacion oservada entre la velocidad inicial (Vo) y la concentracion inicial de sustrato ([S]o)
Michaelis y Menten propusieron que las reacciones catalizadas enziméaticamente ocurren en dos etapas: En la
primera etapa se forma el complejo enzima-sustrato y en la segunda, el complejo enzima-sustrato da lugar a la



formacion del producto, liberando el enzima libre:

En este esquema, k1, ko y k3 son las constantes cinéticas individuales de cada proceso y también reciben el nombre
de constantes microscépicas de velocidad. Segun esto, podemos afirmar que:

Vi = k]_ [E] [S]
Vo = ko [ES]
V3 = k3 [ES]
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Se puede distinguir entre enzima libre (E) y enzima unido al sustrato (ES), de forma que la concentracién total
de enzima, [E1], (Que es constante a lo largo de la reaccién) es:

[Er] = [E] + [ES]

Como [E] = [ET] - [ES], resulta que: vi= ki[S] [E+] - k1 [S] [ES]

k Este modelo cinético adopta la hipotesis del estado estacionario,
segun la cual la concentracion del complejo enzima-sustrato es
pequefia y constante a lo largo de la reaccion (Figura de la
derecha). Por tanto, la velocidad de formacién del complejo
enzima-sustrato (v1) es igual a la de su disociacion (vo+ vs3):

oRoo

V1=V + V3

Ademas, como [ES] es constante, la velocidad de formacion de los
productos es constante:

v = v3 = k3 [ES] = constante.

Time
Como vi=V,+Vv3, podemos decir que:

Ki[S] [Et] - k1 [S] [ES] = k2 [ES] + ks [ES]
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K ={k+k)/k
Despejando [ES], queda que: Kt [S] ,siendo " 2+ 1 , en donde la expresion
(ko+ks3)/ky se ha sustituido por Ky, 0 constante de Michaelis-Menten. Este enlace nos aporta una explicacion
sobre las razones que hacen de la Ky un pardmetro cinético importante.

[ES] =

Por lo tanto, en el estado estacionario, la velocidad de formacion del producto es:
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v=v3=ks3[ES] = —.ff:'+|'~3f|_

Para cualquier reaccion enzimatica, [Et], ks y Ku son constantes. Vamos a considerar dos casos extremos:

o A concentraciones de sustrato pequefias ([S] << Ky) v = (k3 [ET])/Kwm) [S]. Como los términos entre
paréntesis son constantes, pueden englobarse en una nueva constante, Kqps, de forma que la expresion queda
reducida a: v = Kqps [S], con lo cual la reaccién es un proceso cinético de primer orden.

o A concentraciones de sustrato elevadas ([S] >> KM), v = ks [Et]. La velocidad de reaccion es
independiente de la concentracion del sustrato, y por tanto, la reaccion es un proceso cinético de orden
cero. Ademas, tanto ks como [Et] son constantes, y nos permite definir un nuevo parametro, la velocidad
maxima de la reaccion (Vmax): Vimax = K3 [Et], que es la velocidad que se alcanzaria cuando todo el enzima
disponible se encuantra unido al sustrato.

Si introducimos el pardmetro Vmax en la ecuacion general de la velocidad, (la formula recuadrada anteriormente),
obtenemos la expresién mas conocida de la ecuacion de Michaelis-Menten:
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saturation level Hay enzimas que no obedecen la ecuacion de Michaelis-Menten.
Se dice que su cinética no es Michaeliana. Esto ocurre con los
enzimas alostéricos, cuya grafica v frente a [S] no es una
hipérbola, sino una sigmoide (Figura de la derecha). En la cinética
sigmoidea, pequefias variaciones en la [S] en una zona critica
(cercana a la Ky) se traduce en grandes variaciones en la velocidad
de reaccion.

rate of reaction

substrate concentration
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Para determinar graficamente los valores de Ky Y Vmax €S
mas sencillo utilizar la representacion doble reciproca
(1/vo frente a 1/[S]o), ya que es una linea recta. Esta
representacion doble reciproca recibe el nombre de -
representacion de Lineweaver-Burk (Figura de la

CALCULO DE LA Ky Y DE LA Vi DE UN ENZIMA

Maxima Velocidad

ian

1 Vel

Substrato (concentracion) —»

derecha). Es una recta en la cual:
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De esta forma, a partir de los datos experimentales se puede
calcular graficamente, los valores de Ky Y Vinax de un

enzima

La pendiente es Ky/Vmax

La abscisa en el origen (1/vo = 0) es -1/Ky
La ordenada en el origen (1/[S]o=0) es 1/Vmax 2

para diversos sustratos.

ACTIVIDAD ENZIMATICA

La representacion grafica de la ecuacion de Michaelis-Menten (v
frente a [S]o) es una hipérbola (Figura de la izquierda). La Vmax

corresponde al valor méximo al

que tiende la curva experimental, y la

Kwm corresponde a la concentracién de sustrato a la cual la velocidad
de la reaccion es la mitad de la Vpax.

slope of line
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Se define la unidad de actividad enzimatica (U) como la cantidad de enzima que cataliza la conversion de 1 pmol
de sustrato en un minuto. La actividad especifica es el numero de unidades de enzima por miligramo de proteina
(U/mg prot) o por mililitro de disolucion (U/ml).

Recientemente, el Sistema Internacional de unidades (SI) ha definido la unidad de actividad enzimatica como la



cantidad de enzima que transforma 1 mol de sustrato por segundo. Esta unidad se llama katal (kat). Como 1 mol
son 10° pmoles y 1 minuto son 60 segundos, resulta que 1 katal equivale a 60 x 10° U. Esta unidad es muy grande,
de forma que se utilizan frecuentemente los submdltiplos como el microkatal (pkat, 10°° kat) o el nanokatal (nkat,

107 kat).

Cuando se conoce el peso molecular del enzima puro y el nimero de centros activos por molécula de enzima, las
medidas de actividad enzimatica permiten calcular el nimero de recambio del enzima, o sea, el nimero de
reacciones elementales que realiza el enzima por cada centro activo y por unidad de tiempo.

MOTIVOS QUE HACEN DE Ky UN PARAMETRO CINETICO IMPORTANTE

Km

La constante de Michaelis-Menten (KM) es un pardmetro cinético
importante por maltiples razones:

Kwm es la concentracion de sustrato para la cual la
velocidad de reaccion es la mitad de la velocidad
maxima. En efecto, si Ky =[S], la ecuacion de Michaelis-
Menten se reduce a: V = Vmax/2.

El valor de Ky da idea de la afinidad del enzima por el
sustrato: A menor Ky, mayor afinidad del enzima por el
sustrato, y a mayor Ky, menor afinidad. Este hecho tiene
facil explicacion si tenemos en cuenta que Ky se define
como (Ko+ks/ky), donde las reacciones 2 y 3 destruyen el

complejo ES, mientras que la reaccién 1 lo forma. Asi, si Ky es grande, el complejo ES es inestable pues
predomina la tendencia a destruirlo (poca afinidad hacia el sustrato), y si Ky es pequefia, el complejo ES es
estable, ya que predomina la tendencia a formarlo (gran afinidad hacia el sustrato).

0 La Ky del sustrato natural es menor que la de los sustratos analogos. Si dos sustratos del mismo enzima
tienen distinta Ky, el que presente mayor Ky, tiene menor afinidad por el enzima, y la reaccion transcurre
siempre a menor velocidad que con el sustrato de menor Ky, salvo a concentraciones saturantes de sustrato,

donde la v = V.

0 Los valores de Ky de muchos enzimas son préoximos a los de la concentracién fisioldgica de sus

sustratos, de forma que pequefias variaciones en la [S] pueden suponer grandes cambios en la velocidad de

toda una ruta metabdlica.



