APLICACIONES ANALITICAS DE ENZIMAS
Parte |
Determinacion de moléculas de interés

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

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

-Por lo general, las etapas previas de purificacion y separacidon no son necesarias en
el analisis enzimatico.

-En un ensayo enzimatico, la determinacion espectrofotométrica o electroquimica
del reactivo o del producto es el enfoque preferido.

-Cuando esto no sea aplicable, la determinacidon se realiza mediante un ensayo
enzimatico acoplado. La reaccion acoplada incluye una reacciéon auxiliar en la que
el constituyente alimentario es el reactivo que se va a convertir en producto, y una
reaccion indicadora que implica una enzima indicadora y su reactivo o producto,
cuya formacion o descomposicion puede seguirse analiticamente facilmente.

-En la mayoria de los casos, la reaccion del indicador sigue a la reaccion auxiliar.



Ejemplos para el analisis de alimentos

Constituent Auxiliary reaction Indicalos eachon
- Glicuse - Prroniis
Glucoss B-o-Glugose® + Oy ﬁ d-p-Glucomolastone + HyOwlag) o-Dianisidine + Hy Oy —_— s il wedinieadine ()
H Cllncoss-6F
Glucose + ATP ﬁ* Glucoss-6P(b,) Glacose-£P + NADPE  s=———— Gluconste-6P + NADPH + HE (b))
Hexe-
Fruciose Fruciose + ATF W Fruciose=0p
ﬂ]mlﬁu‘l’lﬂr
Frucinga-6F = Glseaes-AF A glucose-6F (b)
ISNTMErnsE
) Sorbitol defy-
Sorbetol -Sorbito] + WAL == Fructose + NADH + HT
drogenas:
a-Dlusaaidaas
Maltoge Maltose + H,O s====—————= 7 Glucose A pluooss (b, + b))
, A,
+ [1h = ————
Starch Starch + (n = 1) HO pra——— n-Gilueose As glucose (by + )
Galacto B-p-Galactose + NAD® mmit®® s o Clacto tone + NADH = H®
s ] 5e Seky drogenase na-y-lactone
Ethiznol Exhanol + WA DT i ldehyde + WADH + B
7 fEE IS
thigno ano by — Acemldehyde
Gilycemi Pyrusate
Gilycznol Glycerol + ATF 1.:.3':::..5.5 sn-Cilycerol-3F + ATP ADFP + Phosphocrolpyruvate - ATF + Pyrunate (C)
P NADH + H® = Lactate + NAD®(d
yruvate ey A ]
Lactate L-Lactate assay & achicved by & reversed macion of d). and p-laciax assay with a dehydregenase specific for D-cnactiomer.
Creatinine ond Creatinnade
 realinG Creatinine +H,0) === (Creafins
o Crzatine .
Cregfine + ATP — Creatina-F + ADP: ADP s determined thrangh ob and d)

Inadiwiciual Amine acil
aming acids B—CH{HH)CO0OH + pr———

R-CH-NH; + CC;

Mlalam

L-Malaie L-Malate + MADT s=———=———=d Ouglicemic - HADH + H®
dohsdrogannss

" For saccharose and lactose see Fig, .42,
The content of f-anomeric form is accessible thrangh motarctation,
© After hydrolyeis this method is suitnbls for the oseny of acylglrcarols.
a Specific decarboxylsses are availabe as exemplified by dhose for L-tryosine; Lelysine, L-glutamic acid, L-aspartic acid, or L-anginine.



-Reactante A es el constituyente que se esta analizando.

Auxiliary reaction |
A+ B - > P40

! Indicator raan:;tinnJ
P+ ( > R+ S

-SemideCoRo0S.

-El estado de equilibrio de la reaccion indicadora acoplada depende de la
concentracion.

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

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



METODQS: CLASIFICACION

= Punto final

Reacciones Ilrreversibles

Reacciones en equilibrio

- Cinéticos

Orden cero

Orden uno

Absorbance

éQue es lo que miramos en cada caso?

Gle (15mmoliL) B

Gle (10mmoliL)

Final
absorbance

O

10 15
Glc (5mmol/L) c

Initial
rate

5 10 15 5 10 15
time (min) [Glucose] (mmol/L)



Kmetlc vs End Point Reaction

; www DIFFERENCEBETWEEN.COM
ltinqﬂc—-l!uetwuf il ~ End Point Reaction l

An analysis method used in An analysis method used in

clinical chemistry to clinical chemistry to determine
DEFINITION determine the difference in the total amount of analytes

absorbance between two :
consumed during the

points of the progression of a , :
reaction. progression of a reaction.

The time considered for a * The time considered for
TIME PERIOD kinetic reactioq is 20 an end point rea.ction IS
seconds to 1 minute. about 5 to 15 minutes.

We measure the
WHATIS difference in absorbance
MEASURED between two points
during the progression of’
the reaction.

We measure the total
amount of analytes that
participate in the
reaction.




METODOS DE PUNTO FINAL

S—P
Contar con una propiedad fisica diferencial entre Sy P
Ausencia de interferencia

\Y ACIDO URICO (uricasa, urato oxidase)

Acido urico + 2 H;0 + O; —» Alantoina + CO; + H;0;
Urico absorbe €293 nm= 12600 M 1cm !
\Y ACETILCOLINA (acetilcolinesterasa)

Acetilcolina + H;O — Colina + CH3;-COO + H'
se sigue la produccién de H™

\Y ACIDO LACTICO (lactato oxidasa)

Acido lactico + Q; » CH;CO0 +H' + CO;
se sigue el consumo de O;



METODOS DE PUNTO FINAL

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

S, + coenzima — Py + coenzimak « H~
o
S; + coenzimaH + H™ — P; + coenzima™

EJEMPLOS
Etanol (alcohol deshidrogenasa)

etanol + NAD" — acetaldehido + NADH + H

Piruvato (lactato deshidrogenasa)

piruvato + NADH + H' — lactato + NAD'



CONSIDERACIONES GENERALES EN UN ENSAYO DE PUNTO FINAL

¢ Especificidad de la enzima

+» Afinidad de la enzima por sustrato

¢ Actividad de la enzima

s Este procedimiento es confiable cuando la reaccion avanza virtualmente hasta
completarse. Conversién completa (99% ) en un tiempo razonable. El tiempo de
reaccion se calcula cuando la velocidad de reaccion sigue una cinética de

primer orden para la mayor parte de la reaccion enzimatica.

Toomuchen;‘ryme. = 2

Just enough enzyme

Too little enzyme

o -
el

Absorbance at 4,




Concentraciones de enzimas utilizadas en métodos de

punto final en el analisis enzimatico de alimentos

Substrate Enzyme K, Enzyme
(mol /1) concen-
tration
(pcat/1)
Glucose  Hexo- 1.0- 1074 (30°C) 1.67
kinase
Glycerol Glycerol 5.0-107° (25°C) 0.83
kinase
Uric acid Urate 1.7-107° (20°C) 0.28
oxidase
Fumaric Fumarase 1.7-107°(21°C) 0.03
acid

-Km se expresa en unidades de concentracion,
generalmente en unidades molares.

—Km es la concentracion de sustrato que conduce a la
mitad de la velocidad maxima. Km = 1/2 Vmax

METODQOS DE PUNTO FINAL

¢ Los ejemplos que se muestran en

L)

L)

L)

L)

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 Kmy V
para calcular el tiempo de
reaccion requerido.

Un requisito previo es una
reaccion en la que el estado de
equilibrio se desplaza hacia la
formacion de un producto con
una eficiencia de conversion del
99%.



METODO DE PUNTO FINAL
EVALUACION DEL TIEMPO DE REACCION

Caso particular: [S] <0.1 Km

Vinax|S] _ Vinax 51_ 4]

V = =
Km+[S] K
EJEMPLO
IK.?]J:I.EI‘E
k= T Ku = 0.7 mM = 0.7 mmoles/litro = 0.7 pmoles/ml
< s .y [Slo = 5.102 mM= 5.102 pmoles/ml
= e
f g [S]r=5.10" mM=5.10" pmoles/ml
23 log =2 = kt
t y umoles
r=5§fq;§l k=—mlmin_ _ y 4 43 min™
k S 0.7 umoles
2.3 4.6 mi

togg =—— log (100) min=—— min
k k . . I

Sideseamos que tgg =7 min ; k=4.6 min .
k 4.6 32 ur

X = = .
1.43 1.43 mi



METODOS DE PUNTO FINAL

K Sy (Sp-S5;)
t=2.3—"Jog—%+=2 !
Caso general W R T
para una conversion del 99%
tgg =4.6 Km + So
max Vmax
si S, <K, entonces % < KV”’ y por tanto
K K
Substrate Enzyme K, Enzyme 4‘6v T <lgg < 5.6
(mol /1) concen- s =
tration
(pucat /1)
Glucose  Hexo- 1.0- 1074 (30°C) 1.67
kinase )
Glycerol Glycerol 5.0-1077(25°C) 0.83
kinase )
Uric acid Urate 1.7-1072 (20°C) 0.28
oxidase

Fumaric Fumarase 1.7-10°° 21°C) 0.03
acid




METODQOS 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
concentracion de reactivo (cosustrato) o por eliminando uno de

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

+** Si no es posible lograrlo, se debe preparar una curva estandar.

** En una reaccion de dos sustratos, la enzima se satura con el
segundo sustrato. La actividad catalitica de la enzima necesaria
para el ensayo puede determinarse tanto para reacciones de uno

como de dos sustratos.



METODOS DE PUNTO FINAL

Desplazamiento de equilibrio:

a) Aumentado la concentracion de co-sustrato

b) Variando el pH

c) Usando agentes quimicos secuestradores del producto

Usando co-sustratos alternativos (analogos de NAD):

adenindinucleotido (APAD):

Acetaldehido

Potenciales redox: NAD/NADH -320 mv
APAD/APADH -246 mv
REACCION NAD APAD
Alcohol deshidrogenasa 107" 10™
Glutamato deshidrogenasa 7.10" 15107
Malato deshidrogenasa 107" 10717
Lactato deshidrogenasa 25107 56 107"

piridina




METODOS DE PUNTO FINAL

3) Sustitucion por otro reactivo:

Gliceraldehido 3-P (Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa)
Gliceraldehido 3P + NAD" + Pi < 1,3 difosfoglicerato + NADH + H*
Gliceraldehido 3P + NAD" + Arseniato < 1 arseno 3 fosfo glicerato + NADH + H”

1 arseno 3 fosfo glicerato + H;0 — 3 fosfoglicerato + arseniato

4) Uso de sistemas regenerantes:

glutamato + NAD™ + H,0 < o cetoglutarato + NADH + NH;+ H”
piruvato + NADH + H™ — lactato + NAD"




ENZIMAS ACOPLADAS

E1 E2
S <& P — Q

L Aumenta el numero de sustratos
determinables enzimaticamente

O Desplaza la primera reaccion hacia la
derecha

L Ambas enzimas contribuyen a la
especificidad

O Una enzima para varias reacciones

ABS,,,

METODOS DE PUNTO FINAL

Fructosa + Fructosa 6P

s

i
i

]
i
Glucosa |~  Glucosa isomerasa

Glucosa 1P/

/_—.—F—,_; hexoquinasa
Glucosa 6P

I
—

/— =—— fosfoglucomutasa

_'I{:_ Glucosa 6F deshidrogenasa

tiempo

Fosfoglucomutasa:
Hexoquinasa:
Hexoquinasa:

Glucosa isomerasa:

Glucosa 6P deshidrogenasa: Glucosa 6P + NADP" — 6 fosfogluconato + NADPH + H*
Glucosa 1P — Glucosa 6P

Glucosa + ATP — Glucosa 6P + ADP

Fructosa + ATP —»Fructosa 6P + ADP

Fructosa 6P — Glucosa 6P




Absorhance

METODOQS CINETICOS

25. Mg (mmol/L)
5.0
A Gle (15mmoliL) g B 20 4.0
Gle (10mmollL) EE g 1- -
8 g 15 Final-initial 3.0
B ~1 e
Glc (5mmoliL) c ™ (245-5s)
T o 8 2'0
£T g 1.0.
; " % R Y ? ‘ 10
time (min) [Glucose] (mmol’s) & 0_5 A
Blank

0.0 T T T T T T T T L |
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Time (s)

Fig. 1. Reaction profile with Mg calibrators 0-5 mmol/L over 15 min,

. : showing the final-initial time of 245-5 s used in the assay protocol,
Determinacién de activadores e inhibidores. where linearity of calibration is best.

Reacciones de orden cero:

Ejemplo: Mg

isocitrato deshidrogenasa
Mg*
isocitrato + NAD" » o cetoglutarato + NADH + H™ + CO;




Reacciones de orden uno:

CONSIDERACIONES PARA LOS ENSAYQOS CINETICOS

Vv

So>P v =12 [5]= k[S]

K
S=5,e™"
t=t, S,=S,e "

t=t, S,=8S, e

S, —S,=S,le™ —e*)

AS

oHi _ gkt2

SIS':

L Concentraciones bajas de sustrato

L Enzimas con altos Km

METODQS CINETICOS

O Se puede aumentar la Km con un inhibidor competitivo

 Con enzimas acopladas, siendo limitante la primera.



METODOS CINETICOS

Ejemplos:

- Glucosa
Glucosa + O; —» gluconolactona + H,0;
H;0; + 4 aminofenazona + fenol — 4(p-benzoquinona monoamino fenazona)

Km =70 mM producto coloreado.

- Glicerol
glicerol + ATP — glicerol 3P + ADP
ADP + PEP — ATP + piruvato
piruvato + NADH + H" — lactato + NADH
- Acido urico

acido urico + 2 H,0 + O; — Alantoina + CO; + H;0;
H,0; + etanol —» acetaldehido + 2 H;0

Acetaldehido + NADP®™ — acetato + NADPH + H®

Se aumenta el K,,, de |la uricasa con xantina



METODOS CINETICOS

ENSAYOS CATALITICOS O DE CICLO DE SUSTRATO

NAD' + NADH SENSIBILIDAD 2.107"" moles A =550 nm
Alcohol deshidrogenasa + citocromo ¢ reductasa

Etanol » Acetaldehido

e o e,
NAD' / \
\ / WNADH + H*

2 Cit e + 2H" « 2 cit ™
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BIBLIOGRAFIA.

https://openwetware.org/wiki/Lidstrom:Enzyme_Assay_Basics#tHow _high_should_my .5Benzyme.5D be.3F

Fundamentals of
Enzyme Kinetics

Fourth Edition

Athel Cornish-Bowden




DETERMIMACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

S>> P
y=9F __ds
dt dt

r espectrofotométrico
< Directo y continuo: propiedades de Sy P distintas < Fluorimétrico
. potenciométrico
Tipo de ensayo
|’ Continuo: reacciones acopladas
Indirecto
1 Discontinuo

Continuos espectrofotométricos
- NAD(P) o NAD(P)H

- Sustratos sintéticos colorimétricos : - nitrofenilos
- reacciones quimicas acopladas
- reacciones enzimaticas acopladas




Figure 4.1. Discontinuous assay. Samples must be analyzed at intervals.

min min min min

Figure 4.2. Continuous assay. The detection system generates a progress curve directly.




Ejemplos:
- Acetilcolinesterasa
(CH3)3N*-CH;-CH;-S-CO-CH; — CH;3-COO" + (CH3);N*-CH;-CH,-SH
(CH3);N*-CH;-CH;-SH +DTNB (RS-SR) — (CHs):N*-CH2-CH,-S-SR + RSH (5 tio 2 nitro

benzoico)

Mmax= 412 nm

- Hexoquinasa
Hexoquinasa

Glucosa + ATP > Glucosa-6P + ADP
Glu-6P Deshidrogenasa
Glucosa-6P + NADP* > 6 fosfogluconato + NADPH + H*
- ATPasa
ATPasa
ATP » ADP " Pi

Piruvatoquinasa

ADP + PEP Piruvato + ATP*

w

Lactato deshidrogenasa
Piruvato + NADH + H' > Lactato + NAD®




OPTIMIZACION DE ENSAYOS

- pH optimo

- temperatura: 25°C (luB 198&1)
30°C (IUB 1964 y IFCC 1975)
37°C (otros)

- concentracion de sustratos

1 solo sustrato

v= —[—]::j? —FVp
. KnF
s} -2t
: F
—F
0.99 99
0.98 %
657 323
6.96 24
0.95 19




vho Sl dgwnl
illdefined

»

Figure 4.11. Range of substrate concentrations too high. If all the concentrations are well above K, it may be possible to estimate /" adequately. but the
experiment will yield very little information about /7K. This fault is much less common than the one illustrated in Figure 4.10.
O.SV . }

o k.

Figire 4.12. Range of substrate concentrations too confined. If all the concentrations are tightly clustered around a single value the expenment can yield very

little mformation about either [Mor FIE .

Figure 4.13. The range of concentrations should range from as low as possible (to define 7K accurately) to as high as possible (to define J”accurately.

Estimation of V requires

0.5V~"f' : observations st high e

Estimation of V/Kg, requires
observations at low s

0 R.. a

Experimental error and failure of the Michaelis—M enten equation may complicate matters.




Figure 4.14 Fffect of experimental error on the analysis in Figure 4.13_If the dispersion of v is independent of v, the values at low v add very little to the
information from the fixed point at the origin.

The observation at the

/lmavnhxmhts
very litde w the esamaton.
0
0 m a

Figure 4.15. Effect of experimental error on the analysis in Figure 4.13_ If the dispersion increases with v, the values at low v contribute useful information
even though the origin provides a fixed poimnt.

Even the abservation at the
fowest a vafue contributes
w the estimation

G A



OPTIMIZACION DE ENSAYOS DE ENZIMAS ACOPLADAS

UNA ENZIMA
E E1
A —> B —>C
Vo Vel Ks
Vg,
@ﬂfﬂ— Ve[B] ﬂg]gvﬂ —ﬁ[ﬁ] [B]=VE,H—B!1—ET5L|
dt Kg +(B] dt Kg A
Ve, Ve, |
le[\G:|=|Vr—*3'[B]='.,=c,!f—e Ke [Cl=v,|t+—Le Xe _Ke
di  Kg | f Ve
K K S F
[C].. =Val Vo L=v—:' =
L
25_
z]_

70



