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1.0 Cinética enziméatica en estado estacionario.

La determinacién de analitos producto de una reaccion biocatalizada se determina
comunmente por métodos espectrofotométricos. La relacion entre el pT=Ay la evolucion
de la concentracion parte de los modelos de cinética enzimatica entre los cuales el mas
comun es el modelo del estado estacionario de Briggs y Haldane.

En este modelo la enzima, E, forma un complejo enzima-sustrato, ES, el cual se
transforma en producto y regenera al biocatalizador:

k]_ kp
E+S — ES — L+ E+ P

T -

La velocidad de cada proceso viene dada por las siguientes ecuaciones:

velocidad de formacién del complejo ES: vs = k1[E][S]
velocidad de descomposicién de ES: Vp = Ko[ES] +kp[ES] = (kot+kp)[ES]

El modelo propone que la velocidad de formacién y de descomposicion de ES son
iguales de tal manera que, dentro de un intervalo de tiempo dado, la concentracion de las
especies quimicas es aproximadamente constante (estado estacionario de pseudo-

equilibrio):
ETS]=(k, + K, JES]
Gk, [E]S]

k,  [ES]
_[EISs]
“n = IEs)

EL valor de K, es equivalente a la Keq y se conoce como constante de
Michaelis —Menten y caracteriza a un sistema enzimatico dado.
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Se relaciona la concentracion analitica de la enzima y de la expresion de K,:

(€}, ~[E]+[es]
 _[EIS]

[Es]

] K.[ES]

[s]

_[e]} = X [E]S] + [es]

C. =[E] = [ES{ }

para relacionar con la velocidad de transformacién enzimatica:

=kp[ES]:k'°i
-5l
1+ %
[s]
Vmax Vmax
V=

]

logv =logVv,,, —logag s,

El comportamiento de la relacién anterior se muestra en la siguiente figura:

pH(m pS
DA I PSP

109 Vmax |

log v

log v

log[S]

Quimica Analitica Instrumental 1.

Andlisis enzimatico por espectrofotometria.



Facultad de Quimica. UNAM Alejandro Baeza .2006

Si se opera en condiciones tales que pS << pK, la velocidad enzimatica alcanza
Su maximo valor.

Si el producto de la reaccién enzimatica absorbe a una longitud de onda dada, la
velocidad enzimética esta dada por la variacion del pT=A siguiente:

g 9A_ d(dC,)

Codt dt

La variacion de la absorbancia con el tiempo, pT=A =f (t), muestra la evolucién de
las concentraciones desde un tiempo cero hasta un tiempo infinito:

dA= Tvdt
t=0

La curva tipica del caso anterior para diferentes concentraciones iniciales de
sustrato, Cs = fCo, se muestra a continuacion:

AAA
f,Co

f;Co
f,Co f=(v/Vo)

f.Co

v

At

Para determinar Cs proponen dos métodos de andlisis:

a) meétodo a tiempos cortos, t - O:

A tiempos muy cortos la variacion del pT=A =f (t) es lineal y puede
aprovecharse este comportamiento para determinar la velocidad de transformacion de la

enzima:
2 m ( j ( S]
AA _ _(5|)ACS é At

At At (mol /L/s)
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Por otro lado es posible determinar una curva de calibracion si se mide el
tiempo en el que se alcanza un valor fijo de pT=Ace.

AA4

f,Co
f;Co
f,Co

f,.Co

v

At

v

fCo

b) meétodo a tiempos largos, t — oo:

Si se determina el pT=A a tiempos muy largos se observa que:

limv=v_,
t— o0

lim A=A,
t—>

A = €Cy
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Por lo tanto se mide el valor maximo alcanzado como una funcién de la
concentracion de sustrato estandar y en la muestra.

AAa
f4CO
f;Co
f,Co
f,Co
T At
_ A
[Amax]r
>fCo
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