
APLICACIONES ANALITICAS DE ENZIMAS
Parte I

Determinación de moléculas de interés

Medida de la concentración de metabolitos o moléculas de interés en mezclas complejas

-Especificidad de las enzimas
-Aplicabilidad a sustancias que participan de una reacción catalizada por enzimas
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El análisis cualitativo y cuantitativo de los componentes de una muestra utilizando 
enzimas puede ser rápido, altamente sensible, selectivo y preciso.

-Por lo general, las etapas previas de purificación y separación no son necesarias en 
el análisis enzimático. 

-En un ensayo enzimático, la determinación espectrofotométrica o electroquímica 
del reactivo o del producto es el enfoque preferido. 

-Cuando esto no sea aplicable, la determinación se realiza mediante un ensayo
enzimático acoplado. La reacción acoplada incluye una reacción auxiliar en la que
el constituyente alimentario es el reactivo que se va a convertir en producto, y una
reacción indicadora que implica una enzima indicadora y su reactivo o producto,
cuya formación o descomposición puede seguirse analíticamente fácilmente.

-En la mayoría de los casos, la reacción del indicador sigue a la reacción auxiliar.



Ejemplos para el análisis de alimentos



-Se mide C o R o S. 

-El estado de equilibrio de la reacción indicadora acoplada depende de la 
concentración. 

-La reacción debe ajustarse de alguna manera para eliminar, por ejemplo, P 
de la reacción auxiliar antes de que se logre un equilibrio.

-Al usar varias reacciones auxiliares secuenciales con una reacción 
indicadora, es posible determinar varios constituyentes en un ensayo.

-Reactante A es el constituyente que se está analizando.



METODOS: CLASIFICACION

¿Que es lo que miramos en cada caso?





∇ ACIDO URICO (uricasa, urato oxidase)

Úrico absorbe 293 nm 12600 M 1 cm -1

∇ ACETILCOLINA (acetilcolinesterasa)

∇ ACIDO LACTICO (lactato oxidasa)

METODOS DE PUNTO FINAL

S⇾P
Contar con una propiedad física diferencial entre S y P

Ausencia de interferencia



∇ Sustratos que participan en reacciones enzimáticas que requieren 
como coenzimas NAD/NADH y NADP/NADPH (deshidrogenasas)

EJEMPLOS
Etanol (alcohol deshidrogenasa)

Piruvato (lactato deshidrogenasa)

METODOS DE PUNTO FINAL



CONSIDERACIONES GENERALES EN UN ENSAYO DE PUNTO FINAL

 Especificidad de la enzima

 Afinidad de la enzima por sustrato

 Actividad de la enzima

 Este procedimiento es confiable cuando la reacción avanza virtualmente hasta 

completarse. Conversión completa (99% ) en un tiempo razonable. El tiempo de 

reacción se calcula cuando la velocidad de reacción sigue una cinética de 

primer orden para la mayor parte de la reacción enzimática. 



 Los ejemplos que se muestran en 
esta Tabla sugieren que las 
enzimas con valores de Km bajos 
son deseables para el método de 
punto final con mayor flexibilidad. 

 Se necesitan datos para Km y V 
para calcular el tiempo de 
reacción requerido.

 Un requisito previo es una 
reacción en la que el estado de 
equilibrio se desplaza hacia la 
formación de un producto con 
una eficiencia de conversión del 
99%.

Concentraciones de enzimas utilizadas en métodos de 
punto final en el análisis enzimático de alimentos

-Km se expresa en unidades de concentración, 
generalmente en unidades molares. 
–Km es la concentración de sustrato que conduce a la 
mitad de la velocidad máxima. Km = 1/2 Vmax

METODOS DE PUNTO FINAL



METODO DE PUNTO FINAL
EVALUACION DEL TIEMPO DE REACCION

Caso particular: S <0.1 Km



Caso general

METODOS DE PUNTO FINAL



 Equilibrio favorable….y si no?

 Si el sustrato se consume solo parcialmente, el equilibrio se 

desplaza a favor de los productos por aumentando la 

concentración de reactivo (cosustrato) o por eliminando uno de 

los productos de la reacción (por pH, por ej).

 Si no es posible lograrlo, se debe preparar una curva estándar.

 En una reacción de dos sustratos, la enzima se satura con el 

segundo sustrato. La actividad catalítica de la enzima necesaria 

para el ensayo puede determinarse tanto para reacciones de uno 

como de dos sustratos.

METODOS DE PUNTO FINAL



METODOS DE PUNTO FINAL



METODOS DE PUNTO FINAL



ENZIMAS ACOPLADAS

 Aumenta el numero de sustratos 
determinables enzimáticamente

 Desplaza la primera reaccion hacia la 
derecha

 Ambas enzimas contribuyen a la 
especificidad

 Una enzima para varias reacciones

METODOS DE PUNTO FINAL



METODOS CINETICOS



METODOS CINETICOS

CONSIDERACIONES PARA LOS ENSAYOS CINETICOS

 Concentraciones bajas de sustrato

 Enzimas con altos Km

 Se puede aumentar la Km con un inhibidor competitivo

 Con enzimas acopladas, siendo limitante la primera.



METODOS CINETICOS



METODOS CINETICOS



APLICACIONES ANALITICAS DE ENZIMAS
Parte II

Determinación de la actividad enzimática

Medida de la concentración de metabolitos o moléculas de interés en mezclas complejas

-Especificidad de las enzimas
-Aplicabilidad a sustancias que participan de una reacción catalizada por enzimas
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