Cinética de enzimas
iInmovilizadas

alodeyro@fbioyf.unr.edu.ar
lodeyro@ibr-conicet.qov.ar



mailto:alodeyro@fbioyf.unr.edu.ar
mailto:lodeyro@ibr-conicet.gov.ar

Efectos de la inmovilizacidon sobre
las enzimas

1. Efectos sobre la estabilidad
2. Efectos sobre la actividad
2.a. Efectos sobre el biocatalizador
propiamente dicho
2.a.1. Restricciones estéricas
2.a.2. Cambios conformacionales
2.b. Efectos sobre el microambiente
2.b.1. Efectos de particion
2.b.2. Limitacion a la difusion
Internas
externas



« Efectos sobre la actividad: efectos del microambiente

La enzima inmovilizada se mantiene en un medio fisico muy
diferente al existente en el grueso de la solucion

Conducen a la pérdida parcial de la actividad catalitica.

« Fenomenos de particion

Ocurren cuando las concentraciones de sustrato o de otros
compuestos relacionados con la actividad son diferentes en la
superficie del soporte y en el grueso de la solucion

Parametros moleculares responsables de la particion:
« Tamano

* Interacciones electrostaticas

 Interacciones hidrofobicas

Modificaciones mas importantes
« Diferencia de pH en la proximidad de la enzima inmovilizada
« Alteraciones en la afinidad por el sustrato



Efectos sobre la actividad: efectos del microambiente

« Fendmenos de particion

Alteraciones en la afinidad por sustrato = cambios en la
K., de la enzima inmovilizada

1. Tamano del sustrato y de los poros del soporte

2. Naturaleza hidrofobica o hidrofilica del sustrato y del
soporte :

* sustratos hidrofilicos = atraidos soporte hidrofilico =
aumento en la concentracion local de sustrato

3. Distribucion de cargas del sustrato y del soporte

e sustratos con carga + = atral'dos soportes con carga -
= aumento en la concentracion local del sustrato

K,, enzimainmovilizado= K, /P

P: coeficiente de particion (P= Cs/Ch)

Cs = concentracion en la superficie del polimero
Cb = concentracion en la solucién
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Figure 3.6. A schematic cross-section of an immobilised enzyme
particle (a) shows the macroenvironment and microenvironment.
triangular dots represent the enzyme molecules. The
S microenvironment consists of the internal solution plus that part of the
surrounding solution which is influenced by the surface characteristics
of the immobilized enzyme. Partitioning of substances will occur
between these two environments. Substrate molecules (S) must
diffuse through the surrounding layer (external transport) in order to
reach the catalytic surface and be converted to product (P). In order for
P all the enzyme to be utilized, substrate must also diffuse within the
pores in the surface of the immobilized enzyme patrticle (internal
transport). The porosity (0) of the particle is the ratio of the volume of
solution contained within the particle to the total volume of the patrticle.
The tortuosity () is the average ratio of the path length, via the pores,
between any points within the particle to their absolute distance apart.
The tortuosity, which is always greater than or equal to unity, clearly
depends on the pore geometry. The diagram exaggerates dimensions
for the purpose of clarity. Typically, the diameter of enzyme molecules
(2 - 10 nm) are 1 - 2 decades smaller than the pore diameters which
are 2 - 4 decades smaller than the particle diameters (10 - 2000 um);
the microenvironment consisting of a diffusion layer (~ 10 um thick)
and a thinner partition layer (~ 20 nm thick). (b) The concentration of
the substrate at the surface of the particles (radius R) is [SR] whereas
the internal concentration at any smaller radius (r) is the lower value
represented by [St].




Efectos de particion

Para compuesto cargados, cuando el soporte esta cargado: se puede definir un

coeficiente de Particion (P) tal que :

C.=C,P

5

Para H+Z (H*)¢= conc. de protones en la
superficie de la matriz
(H*),= conc. de protones en la
ex E' solucion
PH+ P ( ) e= carga electrénica
k= cte. de Boltzman
T=temperatura absoluta
Por tanto Y= potencial electrénico

[ J= [ esote- )

ApH = pH - pH, = -log|H: |+ log|H'3| = 043@ )



En general, para un efector cargado:
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Efectos difusionales del soluto
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Figure 3.10. Schematic diagram
showing the concentration
gradients of substrate and
product that may be produced
around a porous particle of an
immobilised enzyme. (a)
concentration gradient due
solely to reaction and internal
diffusion within the particle; (b)
as (a) but with additional
concentration gradients due to
partition of substrate and
product into the
microenvironment; (c) as (a) but
with an additional concentration
gradients due to external
diffusion to the surface of the
particle; (d) concentration
gradients due to the combined
effects of partition and diffusion

Concentration ————

° external diffusion where the transport of substrates towards the surface, and products away, is in
series with the catalytic conversion of substrates to products occurring at the surface (the processes being
consecutive)

. internal diffusion where the transport of the substrates and products, within the pores of immobilised
enzyme particles, is in parallel with the catalysed reaction (the processes being simultaneous).



Efecto de restricciones difusionales externas

Si la restriccién difusional es extrema vy limitante

v=]
Si no hay restricciones difusionales:
;,z i"rl?x [Sb]
Km_"_[stl]

En situaciones intermedias ambos procesos (difusion y catalisis) afectan la velocidad de
la reaccion

J = h([s,]-[s.])

—] S
—s.
_\E:
| R
J= flujo

— h= coeficiente de transporte externo



En el estado estacionario la velocidad de la reaccion catalizada por la enzima es igual al

flujo de sustrato. Por tanto:

+

J=v msb]-[ss],a;{'_’ﬂ[fs—s]]

Situaciones limites antes mencionadas

1) Reaccidn cinéticamente controlada:

Vi = kSl 5.

Ka+[S.]

2) Reaccion limitada por la difusion:
Var = fi([ﬂb] - [Ss]J

v , AFdit
Y 4
//
7
. ’ . o . ¥ &
v intrinseca= cinética de la enzima soluble i
v inherente= cinética de la enzima inmovilizada en ausencia r
de factores modificantes I .| -
v efectiva= cinética de la enzima inmovilizada en presencia de e

factores modificantes 7
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Situacion general

Vi [S:]
h(lS]-1S:]) _ Ku Ka
Ka I+ {E"i
K
Vs [Ss]
(1S:]-[S:) _ hKw Ku
Kan 1+ EE"E
K
Parametros adimensionales
- [Sb] _ [Ss] _ 'erx
o= X Bs= K, *= hK

L P
I_'r_ﬂs 'i;_."m“

O es también llamado Us 0 coeficiente difusional externo. h es el coeficiente de fransporte

B.&.'ﬁs

externo.



Representacion del comportamiento cinético de una El
sujeta a restricciones difusionales externas

<ifql

Las restricciones de difusion disminuyen al aumentar la agitacion o utilizando un
sustrato mas concentrado 0 menos VisSCoSo



Factor de efectividad (y)
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FIG.23 FAbIbR DE EFECTIVIDAD EN EI SUJETAS A
RESTRICCIONES DIFUSIONALES EXTERNAS
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Estimacion de parametros cinéticos inherentes de enzimas
inmovilizadas sujetas a restricciones difusionales externas

N A N W

Ss‘l Ssz Sss Ss4 Sb1 sz Sb3 SM
[S]

Cinética aparente: v= f([Sbl V. K,f,”")

max

Cinética inherente: v= f([Ss], V., K_m)



Efecto de restricciones difusionales internas:

X

¥+Ax

[Sle

JA, - JA, ,.=vAix A
J'= -,DM (1era Ley de Fick)
dx

1

D=D,~ .y = porosidad :1 =tortuosidad

J= flujo
D= coeficiente de difusion efectivo
D,= coeficiente de difusion de la sol. libre

[Slo

.

dx

L= espesor de la membrana
x= distancia

=V

&[S]_<_ Van[S]

" Ka+tlS]



Parametros adimensionales

_[5,] _1s] _x
O o P K I
2 P 1 z
d’P_pVel® B _d'B .. B _,
dz* K, 1+B dZ* 1+B
donde @ es el modulo de Thiele.
|-f:
]__.
=L| A%
¢' dl'JKmD

L es el espesor de la membrana en la cual estan inmovilizadas las enzimas. En el caso de otras

geometrias se define un L.q el que es igual al Volumen de la particula dividido por el area
superficial de Ia misma.
2
dz’ 1+p




Condiciones de contorno

dz
Hay seclucidn analitica solo si se asume cinética de primer orden ([Sb] << K_J:

cosh(f *(z—0.5))
coshd *0.3

P—’:ﬁa

Factor de efectividad puntual (1 ):

0= B coshld*(z-0.5))

B, coshd #0.5

oo o2 a4 as s 14



Factor de efectividad global (1) ):

‘|‘r|dz tanh%
" lfdz ] ¢ _

J 2

0
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