Cinética enzimatica



A+ "B Ej. Cinética de primer orden

Concentracion de
AoB
tiempo
Reactivo -dA/dt=v =K [A] A=A e-kt

Producto dB/dt=v =Kk[A]-[B] B=A,+ ek

Concentracidon en funcion del tiempo
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second order
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velocidad

Concentracion A

v=kI[A]

Velocidad en funcién de concentracion de Reactivo



Velocidad vs [S] para unareaccion catalizada por una
enzima

A S+E «—— P

[s]



Intermediario de Reaccion
A. Brown (1892, 1902)
1. La velocidad de una reaccion enzimatica NO depende de la concentracion de S

2. Lavelocidad de una reaccion enzimatica no se puede ajustar a una cinética de
orden 2

V. Henri (1901, 1903)
binding catalysis

E + 8 = ES - E + P
A |
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enzyme is recycled

La E se recicla en la cinética. Su concentracion total es constante
LaEt=E +ES

La velocidad global del proceso esta dado por v = kcat [ES], donde kcat es la
constante cinética del paso lento.



Para una reaccion quimica comun, la
velocidad en el tiempo cae debido a:

e Disminuye la concentracion de reactivo
e La reaccion inversa se hace importante al aumentar la [P]

e La reaccion alcanza un equilibrio




Para una enzima, la velocidad en el tiempo
cae debido a:

Disminuye la concentracion de reactivo (sustrato)
e La reaccion inversa se hace importante al aumentar la [P]
» El producto puede inhibir a la enzima

e Cambios de PH o temperatura pueden modificar a la
enzima en el curso de la reaccion

e Al disminuir la [S] puede disminuir la saturacion de la
enzima



Velocidad inicial en funcion de la [E]

E2 (k2)

Velocidad v e [E]

(mg S / min) E3 (k3) V: k[E]
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Velocidades iniciales

Actividad gvmi h _-"-" w * Distintas [E]
enzimatica g s 1 o

et : » Distintas [S]
< » Distintos PH

e Distintos sustratos para la misma
enzima

o e Distintas concentraciones de
Time (s) cofactor

Velocidad vs [E]
Velocidad
(mg S / min)
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Velocidad vs [S]
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Die Kinetik der Invertinwirkung.
Von
L. Michaelis und Mil Maud I. Menten.
(Eingegangen am 4. Februar 1913.)
Mit 19 Figuren im Text.

Die Kinetik der Wirkung der Fermente wurde besonders
hiufig am Invertin studiert, weil wegen der Einfachheit und
leichten MecBbarkeit seiner Wirkung die Untersuchung gerade
dicses Fermentes besonders grofe Aussichten bietet, das End-
ziel der kinetischen Forschungen wzu orreichen, nimlich aus
dem Gange der Reaktion zu Schliissen iiber das Wesen der-
selben zu gelangen. Die hervorragendsten Arbeiten dariiber
gind von Duclaux?),Sullivan und Thompson?), A.J. Brown?),
sowle besonders von V Honri*]._z_'_Diu Untersuchungen von
Henri sind deshalb besonders bedeutungsvoll, weil es ihm ge-
lang, von rationellen Vorstellungen iiber das Wesen der Fer-
mentwirkung ausgehend zu einer mathematischen Formulierung
des Ganges der Fermentwirkung zu gelangen, die sich den
Tatsachen in vielen Punkten ganz gut anschloB. Von diesen
Vorstellungen Henris werden wir auch in dieser Arbeit aus-
geherJ Wenn wir es unternommen haben, die ganze Arbeit
wieder aufzunchmen, so liegl das daran, daB Henri zwei Mo-
mente noch nicht beriicksichtigh hat, die von ganz hervor-
ragender Bedeutung geworden sind und deren Vernachlissigung
in den Honrischon Arbeiten heute so schwer empfunden werden
mub, daB ecine Neuuntersuchung notwendig geworden ist. Das
erste ist dio Bc_r_ilckﬁichi_.jg,r_l_;gg_dpﬂuﬁcﬁt_nﬂionmk@_szg_mtign, e
;dna zweite die Bcrﬁckn}iuhi.igm:‘.g der Multirotation des Zuckers.

; ~ Pk evvea’c
1) Duelnux, Traité de Microbiologie 1599, Bd, IL
2) 0. Sullivan und Thompsen, Journ. Chem. Soe. 57, 834, 1800.
%) A.J. Brown, Journ. Chem. Soe. 1002, 373,

Y) Vietor Henri, Lois générales de 'action des dinstases, Paris 1903.
Biochemische Zoitachrift Band 49, 99




Ecuacion de Michaelis-Menten (1913)

Maud Merizn
1571960

ke ka
E+S=k“ ES —— E+P

Vi = ks ES]



Cinética Enzimatica: modelos

k1 k2 k3 k4
E+S <«—— ES «— EP1 «— EP2 «— E+P
k-1 k-2 k-3 k-4

Si el paso que da producto es el limitante, y P=0at —0

k1 k2
E+S «——» ES — E+P
k-1

Este formalismo se cumple sdlo si la velocidad es inicial (V)

v =k2 [ES]




Resolucion usando la hipotesis del equilibrio rapido
(Michaelis-Menten, 1913)

k1 k2
E+S+«———ES — E+P k-1 >>>k2
k-1
T 8 15
© K, 8]
¥, - —ual )
K, + |5]

Donde Km= k-1/k1 = Ks = constante de disociacion de ES



Resolucidon por la hipdtesis del estado estacionario
(Briggs-Haldane, 1925)

ki1 k2
E+S+«~——— ES —— E+P

k-1

v BB S
- H, 8]
Vool =
Vp — —am
S K, t (8]

Donde Km= (k2 + k-1)/k1



Velocidad inicial en funcion de la [S]

Initial welocity, ¥ (s man )

K,
Substrate concentration, [3] (mm)



VO = I(cat Et [S]

La cinética enzimatica puede tener
distintos ordenes de reaccion

\

Km

Vo (pM'min)

[S] (mM)



Transformacion lineal de Michaelis-Menten:
Ecuacion de Lineweaver-Burk o doble reciproca
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Eadie-Hofstee v = -Km V/[S] + Vmax

Eadie-Scatchard V/[S] = -1/Km v + Vmax/Km



Parametros derivados del analisis de Michaelis-Menten

e Km

indica la concentracidn de sustrato intracelular

Vo

[S]
es una constante para una enzima determinada Km = (k2 + k-1)/ k1

esta relacionada con la “afinidad” de la enzima por su sustrato



*\Ymax

es un parametro directamente proporcional a la concentracion de enzima
total Vmax= kcat [Et]

No es una constante ya que depende de [Et]

NUmero de recambio

nimero de moléculas de sustrato transformados por minuto por mol de
enzima Kcat [1/s]

mide la eficiencia de la enzima “turnover number”

sirve para comparar enzimas

1/kcat [seg] tiempo de un ciclo catalitico
sConstante de especificidad

sirve para comparar la eficiencia de una enzima dada para distintos
sustratos Kcat/Km



Unidades de actividad enzimatica

Unidad internacional: cantidad de enzima que cataliza la formacion
de 1 micromol de producto por minuto en condiciones optimas

Katal: cantidad de enzima que cataliza la formacion de 1 mol de
producto por segundo en condiciones optimas.

La cantidad de una enzima entonces se expresa usando una
VELOCIDAD

La concentracion de una enzima es la cantidad de enzima
(expresada en unidades) por unidad de volumen

La actividad especifica de una enzima es la cantidad de enzima
(expresada en unidades) por miligramo de proteina



La caracteristica principal de las enzimas
es la de catalizar reacciones quimicas

Comparison of Uncatalyzed and Catalyzed
Rates for Some Enzymatic Reactions
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Figure Z-20 Table of the uncatalyzed and
catalyzed rates for some representative

enzymatic reactions kis the rate constant for
the reaction. Adapted from Radzcka, A. and
Wolfenden, R.: Science 1995, 267:90-93.



K = A0 exp ( -Ea/RT)
Donde AO es un termino pre-exponencial

Ea es la energia de activacion

R es la constante general de los gases y T la temperatura

Energia




Reacciones simples y complejas

A+ "B en un paso simple : reaccion elemental

A «—|

| B en dos pasos simples: reaccion compleja
<+—>

A: es un reactivo
B: es un producto

I: es un intermediario de reaccion



Intermediarios de reaccion y estados de transicion

Al#
4 |B#

Reacciones simples Reacciones complejas
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Estabilizacion del sustrato_——

(modelo llave-cerradura)



Desestabilizacion del sustrato
(modelo ajuste inducido o m:rtigi
modelo de Monod)

Estabilizacion del estado de
transicion (modelo ajuste
inducido o modelo de Monod)

TS

standard free energy

final
state

course of reaction



Free energy, (<
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