ANTON CIUCU

BIOCHIMIE ANALITICA

Partea |

Editura Universit{igii din Bucure§ti
2000

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



BIBLIOTECA CENTRALA
UNIVERSITARA
Bucuresgti

Cota /2/:5/56\5«:?

[imvenP?0RU 1

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



ANTON CIUCU

BIOCHIMIE ANALITICA
Partea |

Editura Universitatii din Bucuresti
2000

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



i CPLIOT7N L r v 1 RSITARA &

N

v \:L’E;\}' Fa

| COTA L. 07664

Referenti stiintifici:  Prof. dr. George Emil BAIULESCU
Prof. dr. Vasile MAGEARU

© Editura Universititii din Bucuresti
Sos. Panduri, 90-92, Bucuresti - 76235; Telefon 410.23.84

B.C.U. Bucuresti

20082117
Tiparul s-a executat sub. cda 657/1999
la Tipografia Editurii Universitiii din Bucuresti

Descrierea CIP a Bibliotecii Nationale
CIUCU, ANTON

Biochimie Analiticd / Anton Ciucu - Bucuregti:
Editura Universitatii din Bucuregti, 2000

p-:28 cm

Bibliogr.

ISBN: 973-575-415-0

5771

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



CUPRINS

1. NOTIUNI GENERALE DESPRE ENZIME

W1
2.
1.3,
1.4

- b el

oo

1.4.1.

1.4.2,
1.43.
144,

1.4.5.

1.5.

£.5.1.
1.5.2.

1.53.
1.5.4.

‘Terminologie

Nomenclatura si clasificarea enzimelor

Enzime ca reactivi analitici

Metode de imobilizare a enzimelor

Adsorbfie

Legarea covalenta

Entrapare

Legarea incrucisata

Electropolimerizare

Aplicatiile enzimelor in chimtia analiticd

Reactoare analitice enzimatice

Aplicatiile enzimelor in controlul calitdtii alimentelor
Aplicatiile enzimelor in laboratorul clinic
Aplicatiile enzimelor in controlul peludrii mediulut

2. ELEMENTE DE CINETICA ENZIMATICA

2.1
2.2.
2.3.
24.

24.1.
24.2.

2.5.

2.5.1.
2.5.2.

253

Ecuatia Michaelis-Menten

Semnificatia cinetici §i analitica a parametrilor Ky, §i Viax
Natura hiperbelica a ecuatiei Michaelis-Menten
Reprezentir: grafice ale ecuafiei Michaelis-Menten.
Determinarea parametrilor cinetici Km $1 Viax.
Metoda vitezei inijiale

Metoda vitezei integrate

Factori care influenteazi cinetica reactiilor enzimatice
Efectul temperaturii

Efectul pH-ului

Efectul tariei ionice

3. ANALIZA ENZIMATICA

3.1
32.
33.
34.
3.5.
3.5.1.

Mecanismul enzimatic
Activarea si inhibarea enzimelor
Alosterie

Izoenzime

Determindri enzimatice
Determinarea enzimei

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro

12
15
7

19
i9
20

A
Z

2}

21
22

-
L

o)
e

27
30

3i
35
37

38
38
45
49
49
50
51

S2

54
55
55
56
57
57



3.5.1.1. Determinarea enzimelor prin analiza cinetica a activitafii catalitice
3.5.1.2. Reactii enzimatice cuplate

3.5.1.3. Unitdti enzimatice

3.6.  Determinarea substratelor

3.6.1. Metoda modificarii totaie (echilibrului)

3.6.2. Metoda cinetica

4. APLICATIILE BIOANALITICE ALE REACTIILOR
ENZIMATICE BAZATE PE INHIBITORI

4.1. Inhibitia in solutie

4.1.1. Inhibifia reversibild

4.1.1.1. Inhibitia competitiva

4.1.1.2. Inhibitia necompetitiva

4.1.1.3. Inhibitia non-competitiva

4.1.1.4. Inhibi{ia mixta

4.1.1.5. Inhibitia prin substrat

4.1.2. Inhibitia ireversibild

4.2. - Inhibitia enzimelor imobilizate pe supafata biosensorilor
4.3. Aplicatii bioanalitice ale reactiiior de inhibitie

4.3.1. Determinarea pesticidelor organofosforice si carbamate
4.3.2. Determinarea fungicidelor ditiocarbamate

5. BIOSENSORI. APLICATII BIOANALITICE

5.1. Biosensori clasici

5.1.1. Principiul de constructie §i functionare a! biosensorilor

5.1.2. Definitia biosensorilor

5.1.3. Dezvoltarea istorica a conceptului de biosensor

5.1.4. Aplicatiile biosensorilor

5.2.  Tehnici de imobilizare a biocomponentilor pe suprafata sensorilor
5.3.  Electrozi enzimatici bazati pe traductori electrochimici

5.3.1. Electrozi enzimatici potentiometrici

5.3.2. Electrozi enzimatici amperometrici

6. APLICATIILE REACTIILOR IMUNOCHIMICE iN
CHIMIA ANALITICA

6.1.  Introducere

6.2.  Anticorpi-aspecte generale

6.2.1. Structura §i rolul anticorpilor

6.2.2. Producerea de anticorpi

6.2.2.1. Anticorpi policlonali

6.2.2.2. Anticorpi monoclonali

6.2.3. Reactivitatea incrucisati (nespecificd) si modul de lucru cu haptena
(antigenul incomplet)

6.2.4. Anticorpii - elementele de recunoastere moleculari

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro

58
63
66
68
68
71

72

73
74
74
80
83
86
90
92

94

95
96
100

103
105
106
108
110
111
113
115
119
123

129

129
130
130
132
132
132

133
133



6.3.  Imobilizarea anticorpilor 133
6.3.1. Imobilizarea nedirecfionati realizatd prin grupele c-amino ale anticorpilor 133
6.3.2. Imobilizarea directionati prin intermediu! unor grupe specifice ale Ac 134

6.4. Interactia specificd fatd de cea nespecificd 135
6.5.  Regenerarea imunosensorilor 135
6.6.  Aspecte teoretice ale imunoanalizei 136
6.7.  Principiile imunoanalizei 138
6.7.1. Imunoanaliza competitiva 139
6.7.2. Tlmunoanaliza necompetitivd 139
6.5.  Marken folositi pentru obtinerea informiajiei analitice si biochimia

conjugdrii 140
6.9.  Imunodetermindri electrochimice 141
6.10. Imunosensori 142
BIBLIOGRAFIE 144

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



1. NOTIUNI GENERALE DESPRE ENZIME

Domeniul biochimiei analitice este un domeniu vast din cadrul biochimiei gi/sau al
chimiei analitice foarte dinamic i modern, el incluzand metode biochimice de separare §i de
identificare a reactanfilor §i a produgilor de reactic biochimici (electroforeza,
ultracentrifugarea, gel-cromatografia, cromatografia de afinitate §.a.) precum §i metode
enzimatice de analizd care au la bazi diferite tehnici cum sunt: volumetrice, manometrice,
spectrometrice §1 electrometrice.

Enzimele sunt molecule proteice care actioneaza drept catalizatori ai reactiilor chimice
complexe acestea intrefindnd si reproducdnd viafa ia temperatura ambiant, ocupand astfel un
loc centrai in cadrui biochimiei.

Enzimele pot fi izolate din diferite surse animale sau vegetale. In cadrul organismelor
animale, surse bogate in enzime sunt pancreasul, ficatul, singele, mitocondria. Enzimele sunt
fie extracelulare, ele fiind deci, eliberate de catre celulele vii in mediul lor inconjurétor, fie
intracelulare, acestea fiind asociate cu membrane saw particule subcelulare. Enzimele
extracelulare sunt mai usor de izolat si purificat comparativ cu enzimele intracelulare, §i de
aceea ele au fost mult mai studiate din punct de vedere al proprietafilor fizico-chimice.
Majoritatea enzimelor de importantd comerciald sunt extracelulare §i sunt objinute din surse
microbiene prin procedee fermentative industriale.

In ultimii ani, cunostiinele despre enzime au evoluat de la conceptul de "proteine cu
activitate cataliticd specificd", la o descriere a macromolecuielor chimice cu o structura,
functie §i controi bine definite.

Pana 1n prezent, in literatura de specialitate s-au descris aproximativ 2000 de enzime
diferite, citeva sute dintve acestea fiind purificate §i obtinute intr-o stare omogena, iar dintre
ele, 50 au fost caracterizate din punct de vedere al proprietitilor fizico-chimice.

Enzima, este deci o proteina care poseda atét specificitate cat §i activitate catalitica.

Existd enzime care prezintd numai o componenti proteicd §i enzime complexe a ciror
acfiune specifica se manifestd numai in prezenta unor substrate speciale {denumite cofizcrori).
Acestea din urma sunt alcétuite dintr-un component termolabil proteic §i unul termostabil
neproteic ele fiind denumite holoenzime (figura 1.1).

Pentru enzimele care necesitd componente neproteice pentru a fi active functional,
este unanim acceptat faptul cd termenul de holoenzimd se referd la entitatea cataliticd
completd care consti dintr-o parte proteici cunoscuti sub numele de apoenzimd §i un
constituent neproteic (cofactorul). Daca se indeparteaza constituentul neproteic {cofaciorul),
componenta proteicd nu mai prezinti activitate enzimatici.

1.1. TERMINOLOGIE

Termenii utilizafi pentru constituentii neproteici necesari functional sunt totusi ambigui
st diferd de la o lucrare la alta.

Lucrérile lui Lehninger [1] descriu cofactorul drept un component neproteic asociat
enzimel, reprezentand termenul general prin care se desemneazi compusul chimic diferit de
apoenzimd §i care poate fi necesar sau chiar esential in manifestarea activitdfii catalitice. In
categoria cofactorilor se includ coenzimele i ionii metalici esentiali (figura 1.1).
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Molecula organica

inactivi : (coenzima)
Proteina inactivé (apoenzima) + cofactor
. — s ] l.
-a———— (holoenzima) > jon metalic

Enzima

Proteina activa

Fig. 1.1. Reprezentarea schematici a componentelor structurale ale enzimelor

Coenzimele sunt substante chimice care au proprietatea de a transporta diferite grupari
chimice cum ar fi: grupari metabolice, echivalenti de oxido-reducere §.a. O coenzimd poate fi
definitd ca fiind un compus organic care prezintd proprietdti fizico-chimice diferite de cele
ale catenei polipeptidice ale enzimei §i care actioneazi impreund cu enzima pentru a cataliza
reactia biochimica. Ele sunt compusi din clasa vitaminelor sau derivafi ai acestora.
Coenzimele pot functiona drept catalizatori in absenta proteinelor (enzimelor), dar activitatea
coenzimelor creste odata cu legarea lor de macromolecula proteica. Majoritatea coenzimelor
sunt legate de enzime prin legituri necovalente; cele care formeazd legitun covalente cu
enzimele sunt denumite uneori grupdri prostetice, ele fiind parte integrant a centrului activ
al unei enzime, iar in urma reactiei enzimatice ele riman nemodificate.

In cadrul reactiilor enzimatice la care coenzimele participa, acestea pot suferii modificari
chimice. Regenerarea moleculei poate fi catalizatd de o enzima diferitd. Astfel, coenzima
functioneazd in esen{d ca un cosubstrai. Conform acestei din wrma descrieri a coenzimei,
Mottgomery si colab., au definit termenii de coenzimd i cofactor conform rolurilor acestora
in cadrul reaciei catalitice. In timp ce coenzima este descrisi ca o moleculd organici

implicata direct in catalizd, un cofactor (o moleculd organici sau un ion metalic) nu participa
direct la cataliza.

Coenzimele pot fi deci impirtite in doud grupe :

a) cosubstrate - termen care indicd faptul cd transportindu-si grupa metabolic,
coenzima se desprinde de centrul catalitic al unei enzime, devenind astfel substrat pentru o
reactie catalizatd de o altd enzima. Rolul lor este acela de a lega diferite céi metabolice in
care au loc schimburi de substanta (ex. H,, H3POy, 5.a.);

D) grupe prostetice - care reprezintd coenzimele legate de o enzimi pe tot parcursul
ciclului actiunii catalitice a acesteia, cu alte cuvinte, este 0 componenti a centrului activ al
enzimei respective. Unele grupe prostetice nu sunt coenzime (in sensul definitiei), fiind
posibil ca acestea sd derive din aminoacizii lanfului polipeptidic al enzimelor. Un astfel de
exemplu il reprezintd grupa biocitin a acetil coenzimei A-carboxilazei, care este inclusi
covalent in catena polipeptidica. '

Un exemplu de grupare prostetica il reprezintd flavin nucleotidele (figura 1.2) care

derivd de la riboflavind sau vitamina Bj,. Acestea nu pot fi separate de macromolecula
proteica (enzim#) fara ca aceasta si se denatureze.
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Fig. 1.2 Structura §i chimia redox a grupérilor prostetice flavin adenin dinucleotidei (FAD)
si a flavin mononucleotidei (FMN)

Mecanismul cinetic al reactiei de oxidare enzimaticd a glucozei la acid gluconic,
reacjie catalizatd de glucoz-oxidazi (Gox) si implicind FAD-ul este redat In continuare:

CeH,,04 + 0, —%=2_§ — glucono - lactona+ H,0, (1.1)
E—-FAD+CyH,,0, > E - FADH , + 6 — glucono — lactona (1.2)

E-FADH, +0,——E~FAD +H,0, (1.3)
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in cazul flavinenzimelor, reducerea flavinei are loc in doud etape succesive,
implicand un radical instabil semichinonic (figura 1.2).

Coenzimele slab legate de macromolecula proteicd poarti denumirea de cosubsirate;
acestea se leagd de macromolecula proteicd impreund cu alte substrate, dar spre deosebire de
gruparea prosteticd, eie pot fi medificate la sfirsitul reactiei (procesului catalitic). O astfel
de coenzima este reprezentati de nicotinamid dinucleotidele (NAD'/NADP") care derivi de
la vitamina niacin (acidul nicotinic) ele contindnd un inel piridinic (figura 1.3):

s

5 _ H )
g CONH3 CONH2
Tyt

‘N7

N
]
R

OH 0—X X = H (NAD*)
=POX(NADPY

Fig. 1.3. Structunile cuplurilor redox ale coenzimelor NAD*/NADP*

. Mecanismul cinetic al reactiei catalizate de alcool dehidrogenazi (ADH) implica
NAD" drept coenzimd; reactia enzimaticd catalizati de ADH, pentru un alcool primar si
secundar este redati in continuare:

0
CH;—CH;— OH + NAD -ADH,. C}13—C</ + NADH+H'
alcool primar H (1.4)
R'\(“H— OH +NAD' _ADH, R NADH + H'
R R/C-:O + + (1.5)

alcool secundar

10
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Mecanismul cinetic ai reactiei de oxidare a alcoolilor primari §i secundari nu este
elucidat. in mecanismul propus se admite initial faptul cd NAD" este primu! substrat care se
leagi de enzimd intr-o primd etapd de reactie, uiterior complexul format reactionand cu
substratul conform mecanismului prezentat in figura 1.4:

+
E E-N/A4D ENADH ¢
NAD' alcool aldehida / cetona

Fig. 1.4 Mecanismul cinetic propus pentru reactia de oxidare a alcoolilor.

Reactia poate fi urmaritd spectrometric (Anapy= 328 nm, Anap’ =350 nm).

In tabelul i.1. sunt redate principalele coenzime si tipurile de reactii enzimatice in care
acestea sunt implicate.

Fiecare dintre coenzimele prezentate contin ca parte a structurii ior o moleculd a unei
vitamine, sau a unor molecule organice necesare metabolismului celular.

Tab. 1.1. Coenzme implicate in reactiile de transfer de g

8 Coenzima Gruparea transferata
Nicotinamid adenin dinucleotida (NAD) Atomi de H (electroni)
Nicotinamid adenin dinucleotid fosfat (NADP) | Atomi de H (electroni)
Flavin mononucleotida (FMN) Atomi de H (electroni)

M| Flavin-adenin dinucleotida Atomi de H (electroni)
Coenzima Q Atomi de H (electroni)

| Coenzima A Grupiri aci}

Piridoxal fosfat Grupiri amino
Coenzimele tetrahidrofolat Grupiri metil, metilen, formil sau formimine
¥l Tiamin pirofosfat Aldehide

| Biocitina Bioxid de carbon

Coenzimele functioneazi in mod uzual ci purtitori intermediari ai gruparilor functionale,
a atomilor specifici, sau a electronilor care sunt in general transferafi in cadrul reactiilor
enzimatice (de ex. grupa biocitin a acetil-CoA carboxilazei care este legatd covalent de
catena polipeptidica ).

In cadrul cofactorilor pot fi inclusi §i ionii metalici care participi in mecanismul catalitic
al metalo-enzimelor.

Ionii metalici esenfiali sunt anionii §i cationii specifici a cdror prezentd este esential in
activitatea unor enzime; acesti ionii se numesc de obicei activatori, insa in acest context se
pot numi cofactori ionici.

In tabelul 1.2. sunt redate exemple de enzime care necesitd ioni metalici drept cofactori.
fn cadrul structurii acestor enzime, ionul metalic poate servi drept: centru catalitic primar,
grupare de legare a substratulvi de enzimi pentru a forma un complex coordinativ, agent
stabilizator al conformatiei proteinei (enzimei) in forma ei catalitic activ.

11
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Tab. 1.2. Enzime care necesita sau contin drept cofacori ioni efalici

| Metalut Enzima
1 Zn™* Alcool dehidrogenaza
i Carboxipeptidaza

‘ Carbonic anhidraza

§ Mg™ Fosfohidrolaze

Fosfotranferaze

Arginaza

Fosfotranferaze

Citocromi, Feredoxina, Peroxidaza, Catalaza

i Cu™ (Cuh) Tirozinaza '
: Citocromoxidaza . §

B 5 T . s T
ji K" Piruvat kinaza ( necesiti i Mg ™
ATP-aza din membrane plasmatice
. o i g 2+
necesitd g1 K :

Enzimele care necesitd ioni metalici pentru a prezenta activitate cataliticd sunt denumite
uneori metal enzime. In cadrul structurii metai enzimelor, componentul metalic (numai el
exclusiv) poseda o activitate cataliticd simplad care este muit miritd de componenta proteica.
De exemplu reactia catalizatd de catalaza (CAT), enzimna care descompune rapid H,O; la api
$1 oxigen, poate fi catalizati §i de cétre sdrurile de fier, dar cu o vitezi mult mat mica.

Anumite enzime sunt sintetizate sub forma unor molecule precursoare inactive numite
zimogeni sau proenzime. Trecerea de la starea de zimogen la cea de enzimd activad se numeste
activare. Termenul de activare se mai foloseste si in cazul cdnd are loc o cregtere a activitatii
enzimatice a unel enzime.

Prin substrat se infelege reactantul implicat intr-o reactie catalizati de o enzima sau
intr-o reactie ne-enzimaticd i, deoarece majoritatea reaciiilor sunt formal reversibile, rezulti
cd produsii de reactie pot constitui deasemenea substrate.

Prin produs se injelege compusul chimic care rezulta in urma reactiei directe.

Prin ligand se intelege orice compus chimic care se leagi de o enzimi. Concentratia unui
ligand se poate modifica sau nu in cursul reactiei.

Inhibitorul este acel compus care se leagi de o enzimi ducind la sciderea vitezei
reacfiei catalizate enzimatic sau chiar la pierderea acesteia.

In concluzie, un cofactor poate fi un ion metalic {activator) sau o moleculd organica
(coenzima), acesia putind fi atagat mai slab sau mai puternic de o enzim3. Unele enzime
necesitd pentru manifestarea activitajii catalitice prezenta atdt a coenzimei, cit §i a
cofactorului.

1.2. NOMENCLATURA $I CLASIFICAREA ENZIMELOR

Nomenclatura enzimelor se afli intr-o stare de confuzie in ciuda eforturilor de a le
clasifica §i denumi in acord cu specificitatea lor.

In secolul XIX , multor enzime li s-au dat denumiri terminate in “ina”, precedat de
numele substratului sau cel al sursei enzimatice. Multe din aceste denumiri cum ar fi de
exemplu: pepsina, tripsina, emulsina, etc. sunt denumiri utilizate i astizi.

12
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La sfarsitul secolului XIX s-a sugerat folosirea sufixului “azd” precedat de numele
substratului enzimei, propunere acceptatd si folositd si azi ca un mod general de a denumi
enzimele in industrie, exemplu: proteaze, peptidaze, pectinaze, amilaze. Alte exemple sunt
ureaza care catalizeazi hidroliza ureei la amoniac §i bioxid de carbon:

/NHQ HQO
c=0 ——» CO2 +2NH3
N ureaza (1.6)
NHo

si arginaza care catalizeaza hidroliza argininei la ornitind si uree.

Aceasti denumire s-a dovedit a fi confuzd deoarece nu specificd tipul reactiei
catalizate de enzimd. Spre exemplu termenui de proteazd reprezinti o denumire generica
pentru enzimele care hidrolizeazi legiturile peptidice; acest termen nu este suficient de
precis pentru ca in el sunt incluse atit endo- cat §i exo-peptidazele.

Acest tip de nomenclaturd este folosit deasemenea pentru descrierea generald a
grupelor de enzima. De exemplu, o hidrolaz3 catalizeazi o reactie de hidroliza.

Enzimele au fost denumite ip acord cu tipul de reactie catalizate, ca de exemplu
invertaza, enzimi care inverteste sucroza, sau depolimeraza, o enzimi care catalizeazd
transformarea unor substrate polimerice.

Este clar ci o nomenclaturd bazatd parfial pe nume istorice, partial pe numele
substantelor si parfial pe numele reactiilor, nu este satisficitoare; deoarece enzimele isi
desfagoara activitatea in sisteme vii complexe ele au o proprietate esenflald §i anume
specificitatea. Aceastd proprietate caracteristici a enzimelor std la baza schemei de
clasificare a enzimelor. ‘

in 1956 Uniunea Internationald de Biochimie a desemnat o comisie pentru a propune
o schemi a clasificdri §i nomenclaturii enzimelor. in 1961, schema propusi de Comisia
Internationald pentru Enzime, a fost adoptatd oficial de citre Umunea Internationald de
Biochimie.

Comisia de Enzime a formulat o listd a regulilor de denumire §i numeroiare a
enzimelor, si au fost clasificate peste 800 de enzime.

Pana in 1973 au fost tabelate peste 1800 de enzime. Impirirea enzimelor in grupe a

fost bazata in principal pe tipul reactiei catalizate. Nomeclatura mentionatd mai sus a fost
folositd pentru descrierea grupelor principale de enzime. Astfel, functie de tipul reactiei
catalizate, ele au fost impartite in 6 clase, fiecare clasd fiind sub-divizatd in functie de
substratul §i coenzima sau gruparea chimici implicati in reactie (tabelul 1.3.): E
1. Oxidoreductaze (enzime care catalizeaza transferul atomilor de hidrogen sau oxigen
sau al electronilor): enzime care catalizeazi reactiile de oxidare §i reducere. In general,
pentru enzimele din aceasta clasi se foloseste numele de dehidrogenaze, majoritatea acestor
enzime folosesc ca acceptori sau donori de electroni piridin nucleotidele, flavinele sau
citocromii. Alte oxidoreductaze sunt oxidazele §i hidroxilazele, care au drept acceptor de
electroni oxigenul §i peroxidazele care au H,O; ca acceptor de electroni.
2. Transferazele (enzime care catalizeaza transferul unor grupe specifice): sunt enzime
care catalizeazi reactiile de transfer a grupelor functionale, cum ar fi gruparea metil sau
amino de la un substrat (donor) la altul (acceptor). Majoritatea transferazelor necesiti fie
prezenta unei coenzime, fie formarea unui intermediar covalent enzimi-substrat.
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3. Hidrolaze : enzime care catalizeazi reactiile de hidroliza si sunt impidrtite functie de
tipul legaturii hidrolizate.

Tab. 1.3. Clasificarea internationali a enzimelor (denumirea claselor, numerele de cod $i
a tipurilor reac iilor catalizate); lista partiala

i. Oxido-reductaze ( reac;u de oxido reducerc\ 3. Hndrolaze ( reactu i de hldrollzﬁ 1
} 1.1.Actionfnd asupra \C H—OH 3.1. esteri
' -~ 3.2. legaturi glicozidice

‘ 3.4. legaturi peptidice
1 2.Actionfnd asupra ~c =0 3.5. alte legaturi C-N
-~ 3.6. anhidrie acide

113, Actionénd asupra c =CH-

4. Liaze (reactii de aditie la duble

. leghtitri)
8 1.4. Actionind asupra \'C BNl g 41 \C —p Ve
-~ e ~N

h 15 Actiondnd asupra (=0
: \C I —NH — 4.2. e

j 1.6. Actionand asupra NADH; NADPH 4a, s

2.Transferaze ( reactii de transfer al unor grape 5. Izowerazele ( reactii de izomerizare)

functionale) 5.1.Racemaze

| 2.1. grupe de carbon

2.2. grupe aldehidice sau cetonice : - :
23, grupe acil 6. Ligaze ( reactii de formare de legéturi

2.4 grupe glicozil prin scindarea ATP-ului)
| 2.7. grupe fosfat

. i 6.1. C-0
128 > d
‘. 2.8. grupe confindnd sulf 62. C=S

C-N

4. Liaze: enzime care catalizeazi reaciiile de indepirtare nehidrolitici a grupdrilor
substituente, exemplu de formare a legiturilor duble prin indepirtarea nehidrolitici a
gruparilor substituente. Liazele includ carboxilazele si aldolazele.
5. Izomerazele : enzime care catalizeazi reactii de izomerizare, cum sunt: racemizarea
si/sau izomerizarea legaturilor duble, rearanjarea structurii carbonice, transformarea unui
stereoizomer in altul sau transportarea dublei legaturi dintr-o pozitie in alta.
6. Ligaze (enzime care catalizeazi formarea de legituri necesitind prezenta ATP-ului):
deseori denumite sintetaze, catalizeazi reactiile de sintezi in care energia potentiali a ATP-
ului este folositd in formarea legéturilor.

Comisia Internationald de Biochimie (1961) a adoptat si o clasificare sistematici a

enzimelor. Ea a creionat o serie de reguli pentru denumirea §i numerotarea enzimelor;
totodata, Comisia a stabilit atdt denumirea triviald, cit si sistematici a enzimelor. Deci
conform acestei clasificdri unei enzime i se atribuie:
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1. un nume trivial (recomandat)-majoritatea denumirilor triviale sunt identice cu
denumirile folosite anterior acestei scheme de clasificare, in mod uzual. fn anumite
cazuri, acelagi nume trivial poate fi folosit pentru mai mult decit o singurd enzimai,
sau 0 enzima este cunoscutd sub mai multe denumiri triviale;

2. nume sintetic- in general numele unei enzime consti din doud parji. Prima va consta
din numele substratului asupra céruia actioneaza sau in cazul reactiilor bimoleculare
din cele doua substrate separate prin doua puncte. A doua parte terminatd in “azd”, va
indica natura procesului.

3. Un numir de clasificare (sau codul enzimei) — care este format din patru cifre. Prima
cifrd desemneaza una din cele 6 grupe principale. A doua cifrd mentioneaza subclasa,
iar a treia, sub-subclasa. Ultima cifrd indicd numirul de ordine al enzimei in cadrul
subclasei. Codul enzimei este precedat de inifialele EC. El este utilizat acolo unde
este necesard o identificare precisd a enzimei. De exemplu in cazul enzimei care
catalizeaza reacfia:

ATP + creatina < ADP + fosfocreatina

i s-a stabilit un nume :nume recomandat — ADP-creatinchinaza

nume sistematic — ATP :creatinfosfotransferaza

un numdr de clasificare : EC 2.7.3.2 unde EC inseamna Comisia de
Enzime, 2 numele clasei (transferaze) deci a reactiei catalizate, 7 desemneazi subclasa
(fosfotransferaza) indicind in general substratul sau gruparea implicatd, 3 desemneazad sub-
subclasa (fosfotransferaze cu o grupd de azot ca acceptor) indicind substratul specific sau
coenzima §i 2 desemneaza creatinchinaza —numarul de ordine al coenzimei.

1.3. ENZIME CA REACTIVI ANALITICI

Enzimele nu au putut intra mai rapid in practica analiticd datoritd unor dezavaniaje pe
care acestea le prezentau §i anume: instabilitate pe parcursul folosirii §1 pastrarii lor (ceea ce
conduce la o activitate variabild), condifii speciale de lucru pe care le impun, pref de cost
ridicat, nu puteau fi obfinute intr-o stare de puritate analiticd precum si faptului ci ele
presupuneau procedee analitice complicate care necesitau un timp mare de analiza,
conducand la o precizie micd §i nu in final datoritd faptului ca acestea nu puteau fi folosite in
analiza continud in flux. Toate acestea la un loc au limitat utilizarea enzimelor ca reactivi
analitici.

Posibilitatea obfinerii enzimelor in cantitate suficientd la un pref de cost rezonabil
reprezintd inca o problema, in special in cazul enzimelor descoperite recent sau al enzimelor
intracelulare. Preful de cost mare al enzimelor, limiteaza utilizarea lor ca reactivi analitici,
daci se {ine cont §i de faptul cd tendinfa actuald in cadrul metodelor analitice este deplasatd
spre procedee automatizate, in care se analizeazi un numdr mare de probe, si deci se
consuma cantitati mari de reactivi.

Principalul dezavantaj pe care-l prezinti enzimele solubile este legat de instabilitatea lor,
ele pierzdndu-si activitatea cataliticd prin pastrare sau pe parcursul utilizirii lor in cadrul
procedeelor analitice. Instabilitatea enzimelor este unanim recunoscuti, dar cu anumite
precautii efectul ei poate fi minimalizat.
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O a treia problemd legatd de utilizarea enzimelor ca reactivi analitici, o reprezintd
limitdrile operationale asociate cu folosirea catalizatorului solubil; 1n acest sens se poate
mentiona faptul ci, acestea prezintd o stabilitate mecanica redusd §i deasemenea faptul cd ele
nu pot fi refolosite. In solutie enzimele sufera aga numitul proces de denaturare, proces care
apare ca rezultat al modificrii unor parametrii fizici si/sau chimici (ex. prin modificarea
teraperaturii sau a pH-ului, enzimele suferd modificari structurale). Dacd condifiile externe in
care sunt mentinute enzimele se modificd pe o perioadd scurtd de timp acestea se
denatureazi, dar prin refacerea conditiilor optime de actiune a lor, enzimele isi recapatd
activitatea catalitica.

O posibili stabilizare a structurii enzimatice se realizeazd prin fixarea acestora
(imobilizare) pe diferite suporturi organice sau anorganice (figura 1.5).

t‘c, pH,

) e N A~
Agenti m
chimici

ENZIMA §OLUBILA ENZIMA DENRATURATA

&€ ————— CENTRU ACTIV

ENZIMA IMOBILIZATA

Fig. 1.5 Modificarea structurii enzimei datoriti modificérii unor parametrii
fizico-chimici; posibila stabilizare a enzimei prin imobilizare.

Odata cu dezvoltarea tehnicilor de imobilizare a enzimelor, s-a inliturat principalul
dezavantaj mentionat mai sus, care limita utilizarea enzimelor ca reactivi analitici.

Enzimele imobilizate precum s§i cele solubile, pot fi folosite pentru determinarea
concentratiei unui substrat specific al unei enzime, a unui inhibitor care inactiveaza enzima,
sau al unui activator care conduce la mirirea activititii acesteia, 2 coenzimelor precum si
pentru determinarea enzimelor.

La ora actuald, existd enzime cu o activitate specifici mare la un pret de cost rezonabil;
de asemenea ultimele doud dezavantaje sunt mai de grabi o consecinid a metodelor si
tehnicilor utilizate decét una datorati enzimei.

Prin aparitia unor noi tehnici analitice, precum si prin dezvoltarea celor existente s-au
eliminat o parte din dezavantajele mengionate. in plus posibilitatea automatizirii reactiilor
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.....

enzimatice a condus la mdrirea vitezei, a usurinfei §i reproductibilititii determinarilor bazate
pe enzime.

Elaborarea procedeelor de obfinere a enzimelor de puritate analiticd, cu activitais
specifici mare la un pre{ de cost rezonabil, impreund cu dezvoltarea tehnicilor de
imobilizare, precum §i cu dezvoltarea unor noi tehnici anaiitice, au facut ca preparatele de
enzime imobilizate si substituie enzimele solubile i si fie din ce In ce mai mult utilizate in
cadrul procedeelor analitice. S-a ajuns astfel, ca, analizele enzimatice si devind suficient de
sensibile, precise, reproductibile putind fi totodata ugor autcmatizate.

Datoritd acestor progrese, in ultimil ani cnzimelc au fost unanim acceptate ca reactivi
analitici, iar raetodele enzimatice de analizd au fost aplicate cu succes in diferite domenii
(biochimie, chimie clinicd, controlul poludrii mediului §.a.).

1.4. METODE DE IMOBILIZARE A ENZIMELOR

Termenul de imobilizare a enzimelor se referd la procesul de localizare fizicd a
molecuielor de enzima, pentru a fi utilizate in cadrul unui proces catalitic continuu.

Utilizarea enzimelor imobilizate in cadrul sistemeior analitice oferd o serie de avantaje
comparativ cu folosirea celor solubile. Un prim avantaj constd in faptul cd forma fizicd a
enzimei imobilizate face p031b11a o utilizare economicd a acesteia in cadrui proceselor
analitice continue sau semicontinue. In general, in cazul utilizdrii enzimelor solubile ca
reactivi analitici o cantitate fixd de reactiv este folositd pentru fiecare determinare, ea
neputind fi recuperatd in scopul refolosirii ei; in acest ined nu se atinge inireg potentialul
catalitic al enzimei. Prin folosirea enzimelor imobilizate, ¢ cartitate fixd de preparat
enzimatic, poate fi folositd pentru efectuarea unui numar mare de analize, acesta putdnd fi
ugor de recuperat si refolosit, astfel reducandu-se mult cantitatea de enzima pentru fiecare
analiza.

Un alt avantaj constd in aceea ci prin imobilizare, enzimele sunt plasate intr-un mediu
mai apropiat de cel natural, ceea ce face ca acestea si prezinte o stabilitate marita in timp, cat
si fata de variaiile de temperatura, pH, tirie ionici, sau fata de actiunea diferitilor inhibitori.

Un uitim avantaj, care este o consecintd a primelor doud, este acela cid enzimele
imobilizate pot fi utilizate in cadrul analizelor chimice sauv biochimice mult mai economic
decat enzimele solubile. Acest lucru rezidd din faptul ci enzimele imobilizate pot fi utilizate
fie repetitiv, fie continuu, datoritd formei lor fizice si stabilitdtii marite, ceea ce face ca
acelasi preparat sa fie folosit pe o perioadd mai mare de timp, eliminindu-se necesitatea
prepararii reactivilor enzimatici in laborator.

In scopul imobilizirii enzimelor se utilizeazi doud metode majore si-anume: chimice si
fizice. Metodele chimice presupun formarea a cel putin unei legituri covalente (sau partial
covalente) intre catenele laterale ale proteinelor (enzimelor) §i un polimer functional
insolubil in apd sau intre doudi sau mai multe molecule de enzimi. In realitate, Intre
componentii care interactioneaza se formeazd mai mult decat o legdtura covalentid. Metodele
chimice de imobilizare sunt ireversibile, enzima fiind imposibil de recuperat sau regenerata.

Metodele fizice, includ acele tehnici care nu conduc la formarea legiturilor chimice
covalente; imobilizarea se realizeaza prin actiunea fortelor fizice (interactii electrostatice,
legaturi ionice §.a.) sau prin entrapare (includere) in interiorul unor matrice de polimeri sau al

rmcrocapsulelor In tabelul 1.4, se prezinti clasificarea metodelor de imobilizare, fiind
incluse si o serie de metode specifice utilizate in acest scop.
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Modul in care se realizeazi imobilizarea, prezinti o importantd functionald; gstfel prin
imobilizare chimicd, enzima este accesibild substratelor de orice dimensiuni, in timp ce in
cazul enzimelor imobilizate fizic sau prin entrapare, acestea sunt jzolate de substratele de
dimensiuni moleculare mari. Deci, pentru determinarea substratelor de dimensiuni
moleculare mari ex. proteine trebuiesc utilizate enzime (proteaze) imobilizate covalent;
pentru determinarea substratelor mici (uree, glucoza) pot fi folosite oricare dintrfe cele doud
tipuri de enzime imobilizate. Cele doua tipuri de enzime imobilizate, diferd din punct de
vedere al cineticii i al interferentelor posibiie.

Tab. 1.4 Sisteinul de clasificare al metodelor iolosue pentru imobilizarea enmmelor 2]

gt

Metode chimice (presupun formarea unor legdturi covalente):

Fixarea moleculelor de enzima de un polimer functional insolubil in apd;

Includerea moleculelor de enzima intr-un lant de polimer in formare;

Legarea incruciatd covalentd intermoleculari a enzimei prin intermediul unui agent

multifunctional de greutate moleculard mica. "
Metode fizice (presupun formarea unor legituri necovalente):

Adsorbtia enzimei pe inatrici insolubile in apa;

Entraparea enzimei 1n interiorul unei matrici de gel insolubil in ap3;

Entraarea enzimei in mteuoru mlcrocasulelor serni enneablle

Prin imobilizare chimicd sau fizicd, in urma interactiunii moleculelor de enzimi cu
suporturile respective, poate avea loc o modificare a structurii centrujui activ, uneori acesta
fiind chiar blocat, ceea ce conduce la sciderea sau pierderea capacititii catalitice.

Metodele de legare chimicd, conduc la obtinerea unui preparat enzimatic care poate fi
utilizat de céteva mii de ori in cadrul metodelor analitice, in timp ce preparatele enzimatice
obtinute prin entrapare sau adsorbtie pot fi folosite de zeci sau chiar sute de ori in astfel de
determinari.

In concluzie, se poate afirma faptul ¢, in cazul utilizirii enzimelor solubile, in cadrul
analizei enzimatice se consumi cantititi mari de enzimi, spre deosebire de cazul utilizirii
enzimelor imobilizate.

Dintre biocomponentii utilizafi in constructia biosensorilor, cel mai adesea au fost
utilizate enzimele, datoritd proprietdfilor acestora, care au fost prezentate mai sus. Totusi,
multe dinire metode si tehnici, sunt in general aplicabile pentru majoritatea
biocemponentilor.

Prin imobilizarea enzimei se presupune ca are loc o crestere a stabilitétii si a capacitatii
catalitice, acestea conducand la o micsorare a timpului de reactie si in final a sensibilititii
metodei.

Se vor descrie succint principalele metode de fixare a enzimelor pe diferite suporturi
organice §i anorganice, prezentindu-se totodatd avantajele si dezavantajele acestor metode in
analiza biochimica.

Orice metodd de imobilizare trebuie si find cont de o seric de factori gi anume:
posibilitatea fixarii pe diferite suporturi; prin imobilizare, biccomponentul trebuie si prezinte
o activitate maximd, stabilitate pe un domeniu larg de pH, si prezinte o stabilitate termici

mai mare fafi de enzima din solutie, iar desprinderea biocomponentului de pe suprafata
suportului si fie minima.
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1.4.1. ADSCRBTIA

Adsorbtia biocomponentului pe suprafata diferitelor suporturi reprezinti upa dintre cele
mai simple si des utilizate tehnici pentru fixarea biocomponentilor (figura 1.6). Dintre
suporturile utilizate se men{ioneaza raginile schimbdtoare de ioni, cirbunele activ, silicagelul,
oxidul de aluminiy, sticia poroasa §i ceramicad §.a.

Printre avantajelc acestet tehnici se mentioneaza faptul ci: aceasta nu necesitd reactivi
speciali, structura enzimei rdmine practic nemodificatd, denaturarea macromoleculelor
proteice este minima.

Deoarece adsorbfia unei proteine pe un suport oarecare este in principiu un proces
reversibil, modificdriie de pH, concentratie ionicd si de temperaturd pot duce la desprinderea
macromoleculei proteice.

Dintre dezavantajele metodei se mentioneazi: o dependentd maritd fajd de pH,
temperaturd i tirie ionicd, precum si faptul cd necesitd un grad mai mare de optimizare a
conditiilor de imobtlizare §i de tucru.

Metoda nu se aplicd pe scara largd, pentru ¢ biocomponentul se poate desprinde de pe
suprafata suportului (a matricei), acest neajuns putdnd fi minimalizat prin utilizarea
concomitentd a tehnicii de legare incrucigati. Adsorbtia se realizeazd in mod practic prin
evaporarea la 4°C a unei solufii tampon contindnd enzima. Ea poate fi urmati de legarea
incrucigatd a macromoleculelor de enzima.

1.4.2. LEGAREA COVALENTA

Tehnicile de imobilizare covaientd (figura 1.7) sunt mai dificil de realizat comparativ cu
metoda adsorbtiei. Acestea conduc insi la obtinerea unui preparat enzimatic care prezintd
stabilitate ridicatd avand totodata aplicatii muitiple.

- Fig. 1.7 Diagrama legirii covalente
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Legarea covalentd implic 3 etape: activarea suportului, cuplarea enzimei §i indepértarea
enzimei nelegate. Activarea suportului este de obicei realizatd cu diferiti reactivi chimici
dintre care se mentioneaza derivatii silanici gi cianurile halogenate (BrCN, CICN). in etapa
ulterioard enzima reactioneazi cu suportul activat, urménd etapa de indepdrtare a enzimei
nelegate de suport prin spalarea acestuia din urma. Fiecare dintre cele trei etape mentionate
trebuiesc optimizate. In conditiile legarii covalente a biocomponentilor trebuie tinut cont de o
seric de factori care influenteazi in final activitatea catalitici si stabilitatea
biocomponentului.

1.4.3 ENTRAPAREA

Metodele de entrapare (sau includere) a enzimelor in diferite geluri sau polimeri
presupun: conditii blande de imobilizare, biocomponentii putdnd fi foarte usor inclugi in
matrice in concentrafie mare, o varietate mare de geluri si polimeri care pot fi folositi;
metoda poate fi frabunétatita prin utilizarea simultand a altor tehnici de imobilizare cum sunt
legarea incrucisatd si covalentd. Dintre dezavantajele metodei se poate mentiona faptul cd
pentru realizarea ei trebuie controlati un numar mare de factori experimentali,
biocomponentul poate fi denaturat prin interactie cu radicalii rezultafi pe parcursul formarii
polimerului, conduce la realizarea unei bariere difuzionale mari.

1.4.4. LEGAREA INCRUCISATA

Adsorbtia fizicd §i entraparea in gel este de obicei urmati de legarea incrucisati a
macromoleculelor proteice (figura 1.8) pentru a prevenii pierderea (desprinderea)
biocomponentului. Cea mai cunoscutd utilizare a acestei metode este aceea de realizare de
membrane enzimatice prin folosirea unor agenii bifunctionali (ex. glutaraldehida, bis
izocianatui sau derivati ai acestuia) care sd lege biocomponentul.

Fig. 1.8 Diagrama legirii incrucisate

Dificultatea acestei metode constd in faptul cd, trebuiesc stabilite conditiile optime de
formare ale membranelor (pH, temperaturd, tirie ionicd si timpul de reactic).
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1.4.5 ELECTROPOLIMERIZAREA

Electropolimerizarea este o metodd simpld de imobilizare a enzimelor pe suprafaja
electrozilor. Enzima si mediatorul se fixeazi odati cu monomerul utilizat (ex. cobalt sau
fero-ftalocianina) pe suprafata electrozilor (ex. cdrbune sticlos) procedeu care se realizeazd
prin baleerea potentiatului pe un anumit domeniu (ex. -0,2 - +1,0 V fatd de Ag/AgCl) sicuo
anumiti vitezd de baleere a acestuia.

In tabelul 1.5 sunt redate principalele metode de imobilizarc ale enzimelor, s
deasemenea principalele Jor avantaje §i dezavantaje analitice.

Tab.1.5 Procedee de imobilizare a enzimelor

_ Metoda Avantaje Dezavantaje

j 1. Adsorbtia pe matrici Simpld, conditii de lucru | Legdturile enzimei cu suportul, [§
b insolubile blande, fara distrugerea | sunt puternic dependente de pH, ‘j
' (denaturarea) enzimei. solvent si temperatura. !
§ 2. Entraparea in gel Metodd  general aplicabila | Bariere = difuzionale  largi,
| enzimelor, presupune conditii | pierderea activitijii enzimei, (g
|

enzimei ca rezultat al aparitiei [g
: unor radicali liberi. |
I, 3. Legarea covalenti de o | Complexul enzima-suport este | Tebnica complicati, timp de 1.‘
j| membrana sau de un suport | stabil, metoda este ideald pentru | lucru mare, posibilitatea pierderii |§
j insolubil (celuloza, dextranul | productia  in  masd  §i | activititii datoritd reactiilor in j
l colagenul, gelatina, albumina, | comercializare a preparatelor | care sunt implicate grupiriie |
 policlorura  de  vinil, sticla | enzimatice. esenfiale  pentru  activitatea
poroasi) biochimica.

\

bldnde de reactie. posibila denaturare a moleculei ‘;
|
[

4. Legarea incrucisati prin | Procedeu simplu, presupure | Dificultiti in controlul reactiei,
|| intermediul unui agent | formarea unor legituri chimice | necesiti o cantitate mare de |§
J| multifunctional (cum ar fi| puternice fintre biomolecule §i | enzima, activitate enzimatic3 ||
|| glutaraldehida) suport, larg folositi  1in | relativ mica dupa imobilizare,
stabilizarea fizici a enzimelor
adsorbite pe un suport.

| 5. Electropolimerizarea Procedeu relativ simplu, se | Mecanismul proceselor cinetice {f
' poate  controla grosimea | de electropolimerizare este inca {§
stratului de polimer sau film | reclucidat.
obtinut precum §i caniitatea de
enzimi inclusi fn acesta, se
poate folosi ugor la realizarea
microelectrozilor.

1.5. APLICATIILE EZIMELCR iN CHIMIA ANALITIC A

O datd cu progresele realizate in domeniul ingineriei genetice, cu posibilitatea
obtinerii enzimelor intr-un grad de puritate avansat precum si cu progresele realizate in
domeniul tehnicilor de imobilizare a enzimelor, acestea au gisit largi aplicatii in diferite
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domenii cum ar fi: chimia analiticd, controlul alimentelor, analize clinice, controlul med1u1u1
si al biotehnologiilor.

1.5.1 REACTOARE ANALITICE ENZIMATICE

in cadrul laboratoarelor analitice in care se efectueazi sute de detrmindri sunt
necesare realizarea si utilizarea unor metode automate pentru efectuarea analizelor de rutina.
La ora actuald sunt comercializate o serie de analizoare automate care sunt folosite ca
echipament standard in majoritatea laboratoarelor biochimice. Cu toate acestea, multe dintre
ele au la bazi enzimele solubile si folosesc reactivi de culoare in scopul monitorizarii
reactiilor. Acest lucru conduce la o crestere a pretului de cost/analizd deoarece enzjma nu
poate fi refolosita.

O posibild solutie la aceastd problemd o reprezintd utilizarea enzimelor imobilizate
care pot fi reutilizate. Majoritatea analizoarelor automate functioneazi in sistem de flux
continuu, in care probele gi reactivii sunt introdusi printr-un sistem de canale st camere de
amestecare ajungind in final ia detector. Un sistem tipic este redat in figura 1.9.

Proba Reactor cu enzima
imobilizati
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Fig. 1.9 Reprezentarea schematica a unui sistem simplu de analizi automati in flux [3]

Reactorul enzimatic reprezintd configuratia cea mai adecvatd pentru utilizarea
enzimelor imobilizate. Acestea au la bazd un compartiment de curgere in flux care include
enzima imobilizatd. Proba continind substratul ajunge in acest compartiment, unde are loc
reactia enzimaticd rezultind produsii de reactie. in cadrul analizoarelor automate, practic,
reactorul enzimatic Inlocuieste camera de amestecare. In cadrul analizei in flux cel mai
adesea au fost studiate doua tipuri de reactoare enzimatice cel tubular si cel sub forma de
strat impachetat (figura 1.10).

In sistemul tubular, enzima este fixatd pe suprafata internd a tubului (tuburile de
naylon sunt adecvate acestui scop).

in reactorul sub forma de pat impachetat enzima este imobilizatd de exemplu pe
straturi poroase sau in interiorul unor fibre, ulterior preparatul enzimatic astfel obtinut fiind
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introdus (fmpachetat) intr-un tub de plastic sau sticld obfinandu-se astfel un mic reactor
enzimatic sub forma de coloana.

Ambele sisteme sunt eficente In ceea ce priveste inlocuirea enzimei solubile, ambele
avind avantaje si dezavantaje. Timpul de rispuns este similar cu cel obfinut folosind un
clectrod enzimatic.

R T NI S IR e i A A

Fig. 1.10 Reactor sub forma de coloand (pat linpachetat) —dreapta- contindnd alcool
dehidrogenaza legati covalent de agaroza si rector enzimatic tubular
{spirala) —stinga- continind glucoz-dehidrogenaza fixata pe tuburi de
naylon. Reactoarele au fost folosite pentru determinarea alcoolului si
respectiv a glucozei [3].

1.5.2 APLICATILE ENZIMELOR iN CONTROLUL CALITATH
ALIMENTELOR

O mare parte din industria alimentard se bazeazd pe procesarea §i prepararea unui
material perisabil rezultat din plante si animale. In cele mai multe cazuri alimentele constau
din tesuturi moarte, precum §i din organe §i organisme aflate in diferite stadii de
descompunere; de aceea este importantd monitorizarea integritafii produselor alimentare, dat
fiind faptul ca acestea trec prin diferite stadii de procesare, pand la obtinerea produsului final
care trebuie sa fie nealterat $i s atragd consumatorul.

Enzimele au fost utilizate pentru determinarea (analiza) unui numdr mare de substante
din produsele alimentare plecind de Ia confinutul de alcool din vin pand la determinarea
concentratiel insecticidelor reziduale din tesuturile plantelor. Deasemenea, determinarea
enzimelor interne, reprezintd un indicator al unei etape de procesare a alimentelor. Eficienta
pasteurizdrii laptelui poate fi estimatii prin determinarea activitdtii invertazei inainte §i dupa
pasteurizare. O pasteurizare eficientd trebuie si conducd la o inactivare substanfiald a
enzimei.

In scopul mentinerii unor standarde ridicate in industria alimentari, enzimele au fost
utilizate pentru determinarea calitdtii inferioare a unor substituenti introdusi in produsele
alimentare.

Un exemplu reprezentativ relativ la aplicatiile enzimelor in analiza alimentelor 1l
reprezintd metodele utilizate in controlul calitafii carnil. Conirolul calitdtii preparatelor din
carne s-a realizat utilizind un electrod enzimatic sau printr-o metod imunochimici.
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Una dintre caracteristicile fundamentale ale vieii il reprezinta controlul permanent al
proceselor metabolice din celule si dintre fesuturi. fn viati existd un echilibru dinamic intre
degradare i biosinteza macromeleculelor care asigurd generarea continué a componentelor
de bazi pentru formarea compusilor care intretin i reproduc viata. Dupd moarte acest control
dispare. Deasemenea enzimele responsabile pentru degradare, care in mod normal existd sub
un control metabolic riguros sunt eliberate in mediu; ele conduc la o descompunere a
tesuturilor i celulelor, proces in urma caruia rezulta o serie de compusi de degradare cum
sunt amoniacul, aminele, carboxilatii, bioxidul de carbon §.a. Acumularea acestor molecule
simple creeazi un mediu ideal pentru cresterea bacteriilor, drojdiilor si a fungiilor. Aceste
organisme produc o degradare avansati a cirnii, avind ca efect modificarea culorii i
mirosului acesteia. Deoarece, bacteriile produc alterarea alimentelor nu se recomanda
consumarea acestora din urmi in stare de degradare. Estimarea prospetimii cdmnii §i a
produselor din carne, reprezinti un indicator important peniru calitatea acestor produse
obtinute 1n industna alimentara.

in concluzie, inainte de a fi comercializate alimentele trebuie supuse unui control
analitic de calitate care vizeazd: prospetimea camii §i a pestelui, niveiul de glucide,
continutul de alcool al bauturilor, coninutul in aditivi toxici.

Metoda clasici de analizi a prospefimii cirnii constd in determinarea continutului de
amoniac rezultat la hidroliza acidd a azotului organic total (test Kjeldahl) - o analizd de
durati incluzind o serie de etape (extractii, distilari §i titrari). In ultimii ani a fost propusi ca
metodd alternativd folosirea unui electrod enzimatic pentru determinarea monoaminelor
(histamina, tiramina) rezultate din decarboxilarea aminoacizilor eliberati in timpul protolizei
proteinelor din carne. Deoarece in timpul procesului de degradare al camii rezultd o serie de
amine, monitorizarea acestor substanfe poate reprezenia un bun indicator al prospetimii
preparatelor din carne.

Monoaminele pot fi determinate folosind un electrod enzimatic avind la bazd un
sensor de oxigen §1 enzima monoamin oxidaza care catalizeaza reactia:

monoaminoxidaza

RCH2 +0,+ HzO - RCHO + HzOz + NH3

Sensoru! de oxigen determind sciderea concentratiei de oxigen din sistem datorati oxidirii
monoaminei. Curentul electric generat este direct proporgional cu concentratia de
monoamind. In comparatie cu metoda Kjeldahl de analizd, metoda enzimatici este una
simpla, rapida §i economica care poate fi utilizati in analize de rutini.

Similar, a fost propusi o metoda pentru determinarea hipoxanthinei din carnea de
peste folosind un eletrod pe bazi de xantinoxidaz §i ca mediator hexacianoferat (II).

Pentru dozarea glucidelor (glucoza, sucroza, lactoza, amidon) existi deja o serie de
analizoare pe bazd de biosenzori produse de Yellow Springs Analyser. Desi cerinta unei
astfel de analize in industria alimentard este mare, introducerea noilor metode de analizi

bazate pe folosirea reactivilor enzimatici se face incet datoriti conditiilor de lucru speciale pe
care le presupun.
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1.5.3. APLICATIILE ENZIMELOR IN LABORATORUL CLINIC

Laboratorul clinic de biochimie reprezinti o componentd cheie a oricirui spital
modern. Principala sa utilitate este de a efectua o serie de analize ale substantelor prezente in
probe biochimice cum sunt singe, urind, fecale, lichid cerebro-spinal, miduva, s.a.

Analizele conduc la generarea de informatii care contribuie §i faciliteazd detectia §i
diagnosticarea anumitor boli §i/ sau dereglari metabolice. Datele analitice obfinute contribuie
totodati la controlul §i monitorizarea tratamentului medical, de ex. poate fi vitald
determinarea concentrafiei unui medicament in singe in scopul stabilirii dozei optime in
cadrul unui tratament medical bun sau poate genera date privind relafia dintre concetratia
medicamentului si efectele diunitoare ale acestuia. Numarul de analize diferite care pot fi
efectuate in cadrul unui laborator bioanalitic dintr-un spital poate fi de cel putin
20000/sdptimand. Cel pujin 20% din aceste analize pot avea la bazid enzimele ca reactivi
analitici, deci enzimele au un rol important in cadrul analizelor clinice, tendinta actuala fiind
aceea de a fi. din ce in ce mai mult folosite in cadrul procedeelor analitice.

In cele ce urmeazi se vor prezenta o serie de tehnici analitice cu posibile aplicatii, in
laboratoarele clinice, avand la baza enzimele.

Metodele spectrometrice de analizi sunt foarte bune pentru determinan in vitro, dar
aparatura este complexd §i pregitirea probelor poate fi de durati. O alternativd valabild o
oferd de multe ori folosirea biosenzorilor - care pot genera un raspuns direct §i rapid avand la
bazi o aparatura simpla i ieftind.

Estimarea glucozei din serul sanguin, este una dintre cele mai des intélnite analize
efectuate in laboratoarele clinice; intr-o sdptdména in cadrul unui laborator, poate fi necesara
efectuarea a 1500 de determinari de glucoza.

Glucoza rezulti in organism, in principal din degradarea carbehidratilor din
alimentele folosite 1n dieta zilnici. Aceasta este oxidatd de celulele din organism proces in
urma cireia se produce energie chimicd (ATP) necesard activitdfilor celulare. Concentratia
optima de glucoza din singe este cuprinsi intre 80-100 mg/100 cm’, fiind esengiald in cadrul
metabolismului glucidic. Un nivel constant de glucozd este menjinut printr-o serie de
mecanisme complexe implicdnd si diferiti hormoni, incluzand §i insulina. Daci, continutul de
glucozi scade sub 50 mg/100 cm® (hipoglicemie), apar o serie de manifestiri clinice diferite
de acelea in care concentratia de glucoza depageste 180mg/100 cm® (hiperglicemie), caz in
care singele devine acid i glucoza este eliminati in urini. In ambele cazuri consecintele pot
fi fatale daca concentratia de glucoza nu este adusi la limite normale.

Insulina joacd un rol important in reglarea concentratiei de glucozi din singe si in
cazul bolnavilor cronici de diabet, producerea acestui hormon inceteaza sau este substanfial
redusa. In aceasta situatie, concentrafia de glucozi din sange cregte, celulele nefiind capabile
sd consume glucoza din singe. Un prim diagnostic de diabet, pentru un pacient, poate indica
o concentratie de glucozi de aproximativ 700 mg/100 cm’. In cadrul unui organism sanatos
concentratia de glucozad este monitorizatd de cdtre pancreas, care odatd cu cregterea
concentrafiei de glucoza, elibereaza o cantitate suficientd de insulind in sdnge; insulina are
rolul de a metaboliza glucoza §i prin aceasta are loc o scédere a glucozei din singe la un nivel
normal.

In cazul bolnavilor de diabet este necesard administrarea prin injectare a unei cantitifi
corecte de insulind. Diabetul cronic este o boald des intdlnitd (aprox. 2% din populatia
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Romaniei suferd de aceastd boald) si de aceea sunt necesare metode de determinares a
glucozei in sdnge §i urina. _

Metodele chimice reprezinti, metodele clasice de determinare a glucozei, bazatd pe
proprietitile ei reducitoarc. Reactivi chimici utilizati in cadrul metodelor, nu erau sp?ciﬁci
pentru glucozi deoarece si alfi componenti din singe erau capabili si-i reduca. Utilizarea
glucoz-oxidazei nu a fnldturat problema specificitatii cu toate cd enzima este dfzstu}_ de
specificd pentru glucoza (figura 1.11), dar metodele utilizate pentru determinarea apei

COOH

HOCH, H—4—0H
A O0H HO——H

(on | +0,+ 8O —> i——on  tHD,

HO ~
Ly H——OH
COOH

GLUCOZA > ACID GLUCONIC

Fig 1.11. Reactia catalizati de glucoz-oxidazi. Enzima catalizeazi oxidarea glucozei la
giucono-lactona (ne-redata) care hidrolizeaza spontan forménd acid gluconic.
Oxigenul este atilizat ca acceptor de hidrogen formand H,0,.

oxigenate, nu erau specifice. Pentru marirea specificitdfii s-a folosit o reactie enzimaticd
cuplatd cu prnima (care poartd denumirea de reactie indicatoare), reactie catalizatd de
peroxidaza:

eroxidazi v
H,0, + cromogen peroxida cromogen oxidat + H,0

(incolor) (albastru)

Necesitatea utilizarii unui sistem de reactii enzimatice cuplate, presupunind folosirea
mai muitor enzime nu este avantajos din punct de vedere economic (datoritd prefului de cost
ridicat al enzimelor).

in ultimii ani analiza enzimatici a glucozei se efectueazd folosind o enzima
bacteriand descoperitd recent §i care poarti denumirea de glucoz-dehidrogenazi. Aceastd
enzimd cownbind specificitatea detectiei cu generarea unui semnal specific.

. glucoz-dehidrogenazi
Glucozd + NAD® ——————  acid gluconic + NADH + H*

Enzima necesitd participarea cofactorului NAD" care actioneazd ca acceptor de
hidrogen. Forma redusd a acestuia NADH, poati fi detectatd spectrometric la 340 nm. In
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perspectivd, aceastd enzima va inlocui sistemul enzimatic cuplat mentionat mai sus, pentru
determinarea cantitativa a glucozei.

Pentru determinarea glucozei, s-a realizat un aparat simplu bazat pe un electrod
enzimatic de unici folosire, care utilizeazi ca proba o picatura de sdnge. Timpul de rdspuns
este de 30s. Compardnd rezultatele obtinute pe probe de ser prin metoda enzimaticd clasica
cu cele obfinute cu ajutorul electrodului enzimatic pe probe de singe integral, se constata o
diferenti sistematicd de 5 - 8% in minus pentru cel de-al doilea caz, variatiile fiind datorate
tipului de analizator. La interpretarea rezultatelor trebuie avutd in vedere aceastd diferenta.

Un deziderat il constituie monitorizarea intravenoasi a glucozei. Acest lucru se poate
realiza cu ajutorul unui microelectrod sau a unui biosenzor cu fibre optice. Realizarea unui
biocip pentru masurdtori in vivo prezinti urmatoarele avantaje: posibilitatea de a maésura
variatii mici ale curentului (de ordinul 107 A); rezistenta chimica mica , datoritd scaderii
dimensiunii, viteza proceselor de transport spre suprafafd creste; curenti capacitivi mici,
prezinta caracteristici de rispuns (semnal/zgomot) foarte bune; sunt ieftini i usor de reaiizat
in serie. :

Un parametru important pentru diagnosticarea rinichiului §i pentru controlul dializei
renale 7l constituie nivelul de uree in s2nge. Pentru determinarea ureei s-au realizat senzori
potentiometrici pe baza de ureaza.

_ O alti directie de utilizare a biosenzorilor o constituie realizarea gi folosirea lor pentru
masuritori in vivo; in ultimii ani au fost raportati o serie de electrozi implantabili pentru
glucoza, dar putini raspund cerinfelor unui senzor in vivo fiabil (tabel 1.6)

Tab. 1.6 Conditiile pe care trebuie si le indeplineascd un sensor

| PARAMETRU OBSERVATII

Biocompatibilitate Reactie tisulard minima

Stabilitate in timp Devierea liniei de bazi 10% / zi

8 Calibrare In fabrica sau intr-un singur punct in vitro

8l Domeniu de rispuns linear 30 mM in cazul glucozei

M Specificitate Excluderea metabolitilor interferenti

jl Timp de raspuns 2 min

Sterilizare Realizati prin iradiere

Rezistentd mecanica si fizicd | S@ nu-gi modifice caracteristicile in conditiile |
folosirii lui in cadrul masurdtorilor in vivo

pentru masuratori in vivo

Rezultatele cercetdrilor efectuate pand in prezent sugereaza cé realizarea unor sensori
de glucoza in vivo este foarte probabila degi sunt incd multe probleme de rezolvat (rdspunsul
senzorului la concentratii mari de analit, colmatarea senzorului datoriti altor constituenti din
sange, infectiile ia nivelul interfetei cu pielea).

1.5.4. APLICATIILE ENZIMELOR IN CONTROLUL POLUARII MEDIULUI

in perioada ultimilor 300 de ani. caracterizati printr-un progres tehnologic rapid omul

a modificat in mod radical mediul inconjurétor, fira a tine cont de protectia acestuia fati de
efectele ddunatoare cum este §i poluarea.

Marea majoritate a poluantilor sunt biodegradabili, prezentind efecte diunitore pe -
perioade scurte de timp, pand cind sunt distrugi de alte componente ale mediului. De
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exemplu resturile menajere lichide deversate in mare devin eventual ne-diunétoare datorita
bacteriilor sa: a altor microorganisme. Cu toale acestea, unii polvan{i ig1 péstreazi
caracteristicile daundtore pe o pericadi mare de timp ei ridicAnd probleme de mediu grave
serioase datoritd pericolului acumularii lor in lanful trofic natural. Plumbul st mercurul sunt
recunoscufi ca peluanti persistenfi gi care se acumuleazd la fel cum sunt si bifenoli
policlorurati (PCB). Controlul $i monitorizarea mediului are in vedere in primul rind
detectarea gi evaluarea poluantilor temporari si persistenti astfel incat efectele toxice ale
acestora sd peatd fi cuantificate, putind fi realizate procedee de reducere a poluantilor din
mediu.

Enzimele sunt din ce in ce mai utilizate i analiza mediului datoritd in primul rand a
faptului cd majoritatea poluantilor au efect inhibitor asupra enzimelor. Multe dintre
insecticidele organice sunt realizate In scopul omorarii insectelor prin inhibarea respiratiei
celulare i sintezei de ATP. Alti compusi, in special compusii organici clorurafi cum este
DDT acfioneazd asupra sistemului nervos. Astfel, detectia inhibitiei enzimatice rcprezmta )
metodd de monitorizare a poluantilor din mediu. Aceastd metodi depinde de reactia enzimei
(E) cu un inhibitor (1), reacfie in unna cdreia poate rezulta un complex catalitic inactiv.

E+S < ES ¢ E+P
E+1 < EI > E+P

Deoarece numarul de molecule de enzimi active scad transformarea substratului in
produs prezintd o scidere corespunzitoare.
-0 enzima des utilizatd in astfel de studii este colinesteraza. Enzima este inhibati de

un numdr mare de compugi organici inciuzand multe insecticide si citeva gaze toxice de
lupta (figura 1.12)

C\C/H o CoHs —0_ 7
N il AN
H3C/ O_I;_F CoHs —0” 0 4 \ NO,
CH,
SARIN(GAZ TOXIC) PARATHION (INSECTICID)
CaHs —O._ 7/ 00 o—c;
PO N Cotis—0. 7 4 O C2HS
CoH; —0O° O0—¢# | /P\ /P\
S Cis —0 0 0—CqH;y
CI Cl
DURSBAN (INSECTICID) TETRAETHYLPYROPHOSPHATE

(TEPP), (INSECTICID)

Fig. 1.12 Inhibitori ai colinesterazei
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in prezent, existd o serie de biosenzori comercializati pentru monitorizarea probelor
de aer i apd. Enzima este imobilizatd intr-o matrice de gel §i depusd pe un strat adecvat de
poliuretan, substratul enzimei fiind iodura de butiriltiocolind. In timpul unei determinari
preparatul de enzimai este introdus in solutia unui flux care contine substratul, care este rapid
hidrolizat de citre enzima rezultand produsii de reactie corespunzatori:

sl .. colinesteraz. . . . . .
butiriltiocolin-iodura ——g tiocolin-iodura + acidu} butiric

Stratul enzimatic este plasat intre anodul §i catodul unui electrod potentiometric
utilizat drept traductor fizic. Tiocolin-iodura se oxideaza la anod generdnd un potential de
aproximativ 250 mV. Deci, in absenta inhibitorului se inregistreazi un poiential de
aproximativ 250 mV. Proba de analizat este ulterior introdusa in fluxul confinind substratul.
Daci proba confine un inhibitor al colinesterazei, activitatea enzimei va scddea. Concentratia
de tiocolin-iodurd va scidea iar potentialul electrodului creste la aproximativ 500 MV.
Aceastd modificare a potentialului poate fi corlatd cu concentrafia inhibitorului enzimatic
prezent in probd. Metoda este rapidd §i sensibild putdnd fi determinate cantitdti de ordinul
micro-gramelor de insecticid. Prin intermediul ei nu pot fi determinati si ali poluanti care nu
inbibd activitatea enzimei. Sistemul poate fi ugor adaptat pentru monilorizarea probelor de
aer §i gpa.

Au fost realizate de asemenea §i o serie de metode de determinare a contaminirii
sofului datorata lichidelor menajere poluante.

Totodata sistemele enzimatice au fost utilizate pentru detectia alter poluanti cum sunt:
fenolii, fenoxi-acizii de ex. erbicidul 2,4-D (acidul 2,4-diclorofenoxiacetic), a acidului
nitrilotriacetic (component al unor detergenti) i nu in ultimul rind a unor metale grele cum
ar fi cuprul, zincul si plumbul.
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2.  ELEMENTE DE CINETICA ENZIMATICA

Multi ani experientele de cinetici enzimaticd au adus dovezi asupra existentei
complexului enzimi substrat ca un intermediar in reactiile catalizate enzimatic.

Cinetica enzimaticd prezintd trei aplicatii de bazi in studiul unei enzime §i anume:
determinarea enzimei, efectul variabilelor si in studii asupra mecanismului de reactie.
Principiile din cadrul catalizei ne-enzimatice (chimice) se aplicd si in cazul catalizatorilor
enzimatici atita timp cit se {ine seama de faptul ci enzima este supusd denaturarii.

Concentrafia unui substrat care ia parte la o reactie enzimaticd poate fi determinati in
doud moduri:

. prin misurarea modificarii totale care se realizeaza prin analizi fizicd, chimici sau
enzimaticd a substratului nereac{ionat sau a produsului de reactie format;

. din viteza reactiei enzimatice, care depinde de concentratia enzimei, substratului,
activatorulut sau inhibitorului;

Dat fiind faptul cd enzima este un catalizator, ea afectdnd viteza si nu echilibrul
reactiei, activitatea enzimelor trebuie determinati printr-o metodd cineticd. Activatorii §i
inhibitorii, care afecteaza capacitatea cataliticd a enzimey, §i dect viteza reactiei enzimatice, pot
fi determinati deasemenea numai prin metode cinetice.

in cinetica enzimatici se aplici in mod obignuit conditiile de reactte de pseudo-crdinul
unu, cu deosebirea ca factorul limitativ de viteza este enzima {catalizatorul} si nu substratul.

Pentru a trata pe scurt principiile determindrilor enzimatice prin metoda cinetici de
analiza, se considerd ca un caz simplificat, conversia catalizata enzimatic a substratului S in
produsul de reactie P; in cele ce urmeaza se presupune ci in timpul reactiei catalitice (2.1):

k-!-l k
S+E < ES 2 S E +P
K,

2D

- substratul] (S) este complexat cu enzima (E);
- echilibrul tinde cétre formarea produsului de reactie (P);
- etapa cea mai lentd (limitativd de vitezi) este conversia complexului ES in P si E, enzima
fiind refolosita. /

Daca substratul se afli intr-un exces suficient de mare, comparativ cu enzima, imediat
dupa amestecarea enzimei cu substratul, concentrajia enzimei tinde citre zero (figura 2.1),
ceea ce inseamna c enzima se afld aproape toat3 sub forma compexului ES §i riméne astfel
pand aproape de sférsitul reactiei. Conditiile de reactie de acest tip, se numesc conditiile stirii
stationare (in conditiile stirii stationare, concentratia de enzimi, nu este esenfial si fie
aproximativ egald cu zero). Figura 2.1 reda un caz limiti al stirii staficnare in care substratul
satureaza enzima.

In cazul reactiei bimoleculare (2.1) se mai consider3 si urmitoarele ipoteze:

- substratul reactioneazi cu enzima un timp finit pentru a forma complexul ES;

- complexul ES poate disocia fie pentru a forma E + 5, sau poate reactiona pentru a forma
E+F;
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- pe parcursul reactiei substratul reactioneazi continuu cu enzima pentru a forma
complexul ES;

- in formarea produsului de reactie existd o perioada de “lag” (mult exageratd in figurd),

premergatoare realizdrii strii stationare.

Concentratie

timp
Fig. 2.1. Modificari Tn concentratia reactantilor pe parcursul unei reactii enzimatice
ipotetice care presupune transformarea ireversibild a substratului (S) in
predusul de reactie (P) prin intermediui complexului enzima-substrat {ES) [4].

Reactia (2.1) poaie fi utilizatd ca un caz sunplificat pentru a explica principiile
determinarilor enzimelor §i a efectelor concentratiilor de substrat, inhibitor i activator.

2.1. ECUATIA MICHAELIS-MENTEN

Deoarece atdt viteza cat si specificitatea reactiilor catalizate enzimatic depind de
formarea unui complex specific ES, prima §i cea mai importantd contributie a cineticii
enzimatice a fost descoperirea complexului enzima-substrat, numit si complex Michaelis-
Menten, de a carui formare depind atat specificitatea, cat §i viteza reaciei.

Michaelis §i Menten au efectuat experiente asupra invertazei, masurénd vitezele initiale
ale reactiei la diferite concentratii de substrat. Plecind de la mecanismul de reaciie {2.1), unde
ES reprezintd complexul intermediar sau Michaelis-Menten, ei au propus prima etapi de

reactie reversibild §i suficient de rapidd pentru a putea fi reprezentati printr-o constantd de
echilibru (disociere):

_LETS]
4 {ES]
Ky = constanta de disociere

Concentratiile instantanee ale enzimei libere i ale substratului nu pot fi misurate direct
$i de aceea trebuie exprimate in termenii concentraiei initial misurate $i anume:

(2.2)

[E,}=[E]+[ES] (2.3)
s
[Se]1=[S]+[ES] 2.4)
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Deoarece concentratia initiald de substrat este mare se poate aproxima faptul ca
[S1=[Sq]. De aceea, in toate calculele §i ecuatiile care vor urma se poate folosii fard a gresi
concentratia initiald de substrat [So] in locul concentratie de substrat [S], la un timp t oarecare

Din ecuatia (2.3) se obtine:

[E]=[E,) - [ES] (2.5)
care introdusi in relatia (2.2) conduce ia:

(S IAE; 1-1ESD)

ST IES
sau expriméand [ES]

[F IS i
+151

Etapa a [I-a de reactle este de ordinul 1ntéi, caracterizatd de constanta de vitezd k., :

[ES]= (2.6)

v, = k,,{ES] 2.7
si finand cont de ecuafia (2.6) obtinen:

_ ., [EISY
v, =k,, (2.8)
k +[§ ]

Daca echilibrul dintre enzimd, substrat §i complexul enziméi-substrat este atins rapid,
etapa limitativd de vitezd va fi descompunerea complexului ES, si deci daca [So} >> [Eo].
viteza de reactie va fi independent3 de concentratia de substrat. in concluzie, odati cu cresterea
concentratiei de substrat, viteza va cregie spre un maxim definit, cunoscut sub denutnirea de
viteza de saturatie Vg figura (2.2).

i Km
o ;‘/ .l 1 1
Fig.2.2 Variatia vitezei de reactie functie de concentratia de substrat.

Ipoteza echilibrului dintre complexul enzima-substrat si reactanti, a fost criticati de
Briggs §i Haldane. in anul 1925 acestia au introdus conceptul de stare stationard in cadrul
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reactiilor enzimatice §i au demonstrat ca neesential conceptul echilibrului propus de Michaelis
si Menten.

fnainte de a adaugd substratul la ¢ solufie enzimatici, toate moleculele de enziin sunt
libere. Cand se adaugi substratul, enzima §i substratul se combing rapid, urménd ¢ fazi de
tranzitie in care se acumuleazad complexul ES, pand cdnd se atinge nivelul de stare stajionara.
Cu cat este mai mare concenirafia de substrat addugatd, cu atdt va fi mai mare concentratia
inifiald a starii stationare. Cand toatd enzima este sub forma complexului ES, once altd
crestere neglijabild a concentratie: de substrat, va duce la o crestere neglijabild a concentratiei
complexului si deci a vitezei de reactie [5.6].

Tratarea starii stafionare se bazeazd pe ipoteza ci in cursul unei reactii concentratia
anumiior intermediari de reactie, cum ar {i complexul ES, nu se modifica rapid. Conform
acestel ipoteze rezuitd ci:

dfs ] >[ES} ~
dt  dt
Aceastd ipotezd este valabild pe tot parcursul reactiei, cu exceptia perioadei initiale,
inainte ca starea stafionard sd fi fost atinsd §i de asemenca, cu exceptia perioadei finale a
reactiei cand condifia [So}>>[Eo] nu mai este valabild. Briggs si Haldane au argumentat ci in
orice alte momente ale reactiei viteza netd de modificare a concentrajiei complexului ES este
egali cu zero. In aceste conditii ecuatiile cinetice devin:

(2.9)

Sk BSIST- kST K A18) @10
DIk [ENS)+ [BS 1+ o[BS @1
o=k [ES] (2.12)

Din ecuatia (2.10), se observi ci viteza de modificare 2 complexului ES in timp trebuie
sd egaleze diferenta dintre formarea lui in prima etapi caracterizati prin constanta de viteza k.,
si desfacerca lui in produsi sau -reactanfi caracterizati prin constantele k si k 4, Daci
presupunem ca:

[So] >>[Eo] se va stabili o situatie stationari in care concentrajia [ES] se modifica
foarte incet comparativ cu [S] si [P], adica:

d[ES]
dt

La inceputul reactiei, substratul §i enzima reactioneazi repede. Formarea complexului
ES incepe cu viteza k. [E][S]. Pe perioada fazei de tranzitie [ES] tinde citre un nivel de stare
stajlonara adecvat concentratiilor de enzim si substrat introduse initial, dupi care scade prin
sciderea concentraiei de substrat. In ipoteza ci [S¢] >>[ E,], scaderea concentratiei
complexului enzima-substrat datoratd micgoririi concentratiei de substrat va fi relativ mici.
Deci in cadrul fazei stirii stationare a reacfiei d[ES)/dt << k,;[So][E,] adici mai mici dect
viteza rapida de formare a complexului ES de la inceputul fazei de tranzitie. Stiind ci:

=0 (2.13)
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[E,]1=[E]+[ES] (2.14)
din ecuatiile (2.10) si (2.14) se obtine:

k (SIIE,-[ES]) = (k_, +k,,)[ES]
sau (2.15)
k (SIE,]1= (7(+1[S 1+k_, +k)IES]

Rezulta ca:
k.S IE
[ES]=—F 151 - (2.16)
(k,, +k_)+k,[5]
Tinand cont de ecuatiile (2.12) 51 (2.16)
k, [E LS
N i PRSP N 123 )
dt (kyy +k_ )+ K, [S]
sau impartind totul cu k.
[£,]15] -
=K, , — (21/
R T :
unde:
K, =2t 2.18)

In relatiile (2.17) i (2.18) s-au notat prin:
[Eo] — concentratia initiald de enzima3;
[So] — concentratia initiald de subsirat;
K, - constanta Michaelis-Menten;
k.1, k.1, ky2 - constantele cinefice respective.
Ecuatia (2.17) este deci aceeasi ca i ecuatia Michaelis-Menten cu exceptia faptului ca
in locul lui K4 apare Ky, Dacd k ;>>k;; atunci Ky, = Ky
La concentrafii mari de substrat, [S]>>[K;,] din ecuatia (2.17) se obtine:

v=k,[E] (2.19)
In acest caz, viteza atinge o valoare maxima:
Vi = KialEo] (2.20)
si deci:
_ Vi [S] 2.21)
7K, +15] o

unde: K = constanta Michaelis-Menten
Vmax = viteza maxima

Cei doi parametrii cinetici K, §i Vimax caracterizeaza enzima care catalizeazi reactia.
Ecuatia (2.21) este ecuatia de vitezd a stirii stationare pentru o reacfic omogena care implica

un catalizator refolosibil. Ea reprezintd ecuatia fundamentald a cineticii enzimatice §i este .
denumita ecuatia Michaelis-Menten.
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Aceasti ecuafie se aplicd §i la mecanisme mult mai complexe decdt mecanismul

Michaelis-Menten, dar in aceste cazuri expresiile constantelor Viyax §1 K au definitii mai
complexe.
Ecuatia (2.21) descrie o hiperbola rectangulard cu asimtotele 1a {So] =-Km §i Vo = Viax.
Centrul acestei sectiuni conice este in punctul (-Kp, V). Portiunea din curbd relevantd
pentru cinetica enzimatici este secfiunea din hiperbold care prezintd valori pozitive ale
concentratiei de substrat (a se vedea sectiunea 2.3). Forma graficd a ecuaiei (2.21) este redata
in figura 2.3, iar proprietatile acesteia in tabelul 2.1 [7).

vaX
Panta
initiala
. ; VauKn
/
[
/
.17 TRPRY SN .
s ]
] %
: i
N H
[} .
) ¥
i
i
:
0 1, K, 35 'y LY
s

Fig. 2.3 Graficul vitezei inifiale de reactie funcjie de concentratia de substrat
peniru o reactie enzimatici care respectd ecuatia Michaelis-Menten.

Tab. 2.1 Pro riet ile ecuatiei Michaelis-Menten

O

2.2. SEMNIFICATIA CINETICA SI ANALITICA A PARAMETRILOR
Kn SI Vinax

Constantele cinetice Ky §1 Vmax reprezinta doi parametrii foarte importanti §i utiii
pentru descrierea caracteristicilor unei enzime care catalizeaza o reacfie chimici; in practici nu
se poate afirma faptul ca parametrul K, se exprima in mod simplu prin ecuatia {(2.18) sau ci
Vmax. = k42[Eg]. Vimax. Du este ¢ proprietate fundamentald a unei enzime, pentru c¢i depinde de

concentratia de inifiald de enzima.
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Pentru ecuatia cineticd (2.21) se pot introduce o serie de ipoteze simplificatoare, care
prezinti un rol important in cadrul studiilor cinetice, cét si in cadrul determinarilor enzimatice.
Una dintre aceste ipoteze este urmatoarea:
- daci [S] << Kp, din ecuatia (2.21) rezultd ci viteza initiald depinde atét de concentrafia
de substrat, cét si de cea de enzima:

Vinax [S )
K

m

Vo = (2.22)

Dupi cum se observi din relatia (2.22), la concentratii fixe de enzimd viteza inifiald
creste direct proportional cu concentrafia de substrat pana cand, la addugarea unui mic exces
de substrat, viteza de reactie riméane constantd. Raportul V ma./Km poate fi privit ca o constantd
cineticd si deci reactia este de ordinul unu i raport cu substratul. Deci, din punct de vedere
analitic, pentru determinarea substratelor, reactia trebuie sd fie de ordinul unu sau pseudo-
ordinul unu in raport cu acesta; domeniul pentru care sc obfine liniaritatea si in care
determinarea analitic a concentratiei unui substrat poate fi realizatd prin misurarea vitezei
initiale de reactie se afld la valori aie concentratiei de substrat {S] < 0,1 K.

- dacd [S] = Ky, din ecuatia {2.21) rezultd ca

yp = Ve (2.23)
2

Din ecuatia (2.23) se poate da o definitie simpld pentru constanta Michaelis-Menten st
anume: ea reprezintd acea concentratie de substrat pentru care se objine jumdtate din viteza
maxima.

- dacd concentratia de substrat este cuprinsa intre 0,1 K< [S] <10 K, atunci
reactia este intermediard intre ordinul zero §i unu in raport cu substratul.

- dacid [S] >>Ky, tot din ecuatia (2.21) se obtine pentru viteza initild de reactie:

Vo =V (2.24)

In aceste conditii viteza de reactie este de ordinul zero in raport cu substratul §i de
ordinul intéi fatd de concentratia de enzima. Cand concentratia de [S] > 100 K, deviatia de la
cinetica de ordinul zero este mai mica decit 1% rezultand ci vo = 0,99 Vpax; chiar cind [S] >
10 K, deviatia de la cinetica de ordinul zero este de numai 9%, rezultand ci vo = 0,91 V. In
realitate, viteza inifiald vo se apropie foarte greu de viteza maxima Vpa, chiar in conditiile in
care conceniratia de substrat este foarte mare ([S] = 10 K,,). De aceea, Vi nu poate fi
determinatd prin madsurétori directe, insd ea poate fi estimatd din valorile vitezei initiale,
obtinute la valori ale concentratiei de substrat de subsaturare.

Presupundnd ca se cunoagte concentratia enzimei, se poate defini mairimea kg,
denumita "constanta catalitica" sau "numdr de turnover", ca fiind:

— _ max_

kca( -
[E] 2.25)

Tn cazul mecanismului Michaelis-Menten, ks = ky2, dar in general se preferd notaia keq.

Valoarea vitezei maxime se coreleazi cu cantitatea de enzimid folositd, iar K,
reprezintd o mdsurd a activitdtii acesteia. Enzimele care prezintd valori mari de K, au o
activitate enzimatica mica fiind mai putin active.
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2.3. NATURA HIPERBOLICA A ECUATIEI MICHAELIS-MENTEN

Graficul vitezei de reactie in functie de concentratia de substrat, conform ecuatiei
Michaelis-Menten, este deseori descris ca o hiperbola rectangulari. fn matematici, hipebolele
prezintd doud arcuri, iar prin reprezentarea ecuatiei Michaelis-Menten rezultd numai unul; de
asemenea, chiar exprimarea matematici a ecuatiei Michaelis -Menten (2.21) pare si aiba prea
putin in comun cu expresia obisnuita a unei hiperbole rectangulare cu axele x §i y ca asimptote

Xx-y=a (2.26)
si chiar mai pufin cu expresia unei hiperbole rectangulare cu asimptotele inclinate la 45° faa
de axele x g1 y:

X2 -y*=a’ (2.27)
Efectuand insi substitutia in ecuafia (2.21.):

x = [S] +Kn sau x =[S]- (-Kp)

Y= V-Vinar (2.28)

a= -VnuxKn
si introducénd in relatia (2.26), se va obfine:

([S] + Km)(V-Vinax) = -VimaKnm (2.29)
ceea cereprezinta o forma rearanjati a ecuatiei Michaelis-Menten.

Deoarece asimptotele hiperbolei (2.26) sunt x = 0 si y = 0, rezulta ci din definitia lui x
s y din ecuatia (2.28), asimptotele graficului vitezd functie de concentratia de substrat sunt :

[S]=-Km §1 V=V

Pentru ca asimptota verticald apare la o valoare negativd a concentratiei de substrat,
este clar de ce curba pare si aibd o singurd parte; intreaga parte negativa §1 o parte din cea
pozitiva apar intr-o regiune a graficului imposibili din punct de vedere fizic, deci nu pot fi
observate.

Aceste concluzii sunt redate in figura 2.4, care redd mai mult din curba decit poate fi in
mod norma!l observata. Acest fapt are o importan{a practicd atunci cind se estimeaza valorile
Kmn §i Vma din studiul influentei concentratiei de substrat asupra vitezei de reactie vo.
estimandu-se practic forma intregii hiperbole din numai citeva observatii efectuate de-a lungul
unui arc scurt.

-

§
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"' s]
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Fig. 2.4 Graficul vitezei initiale v, in functie de conce:ntratia de substrat [S], pentru o
reactie care se supune ecuafiei Michaelis-Menten redand natura hiperbolica
a ccuatiei [5].
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Figura 2.4 ilustreaza o proprietate a curbei, corelati cu faptul ci orice dreapta care trece
prin punctul de intersectie al asimptotelor, taie axele in doud puncte, care impreuna, corespund
coordonatelor unui punct de pe curbi. Aceastd proprietate formeazd baza graficului linear
direct, care este totugi trasat ca o reflecjie a figurii (2.4), privind axa verticald, deoarece este
tratat ca un grafic vitezd functie de constanta K, mai degrabd decdt o trasare a unui grafic
viteza functie de concentratia de substrat.

2.4 REPREZENTARI GRAFICE ALE ECUATIEI MICHAELIS-MENTEN.
DETERMINAREA PARAMETRILOR CINETICI Ky $I Viax.

Reactia enzimaticd este initiatd odatd cu amestecarea enzimel cu subsiratul; pe masurd
ce reactia progreseaza, concentratiile de substrat gi produs se vor modifica, ca de altfel §i
viteza. Curba progresiva tipicd, rezultatd prin trasarea graficului produs de reactie format in
funciie de timp, porneste de obicei cu o pantd constantd, care, in mod gradual, va scadea pe
misuri ce modificirile in concentratiile de substrat §i de produs vor fi mai mari. In cinetica
enzimatici existi doud metode pentru evaluarea velafiei dintre viteza de reactie vp §i
concentrajia de substrat, din curbe progresive de aceastd forma.

2:4.1. METODA VITEZEI INITIALE

Deoarece concentrafiile de substrat §i a altor liganzi sunt in med cert prezente la timpul
t=0, determinarea vitezei de reacfie inifiald are avantajul ci d4 pagtere la erori mici de-a lungul
scdrii de concentrafie. Estimarea vitezei inifiale necesitd extrapolarea curbei progresive la
timpul t=0, prin metode vizuale sau computerizate (fig. 2.5).

a. Metoda vizualid

Trasindu-sc tangenta in origine la curba progresiva se obfine panta tangentei la curbi, la
timpul zero, care corespunde vitezei iniiale a stirii stationare.

b. Estimarea computerizati
Din studii experimentaie se pot obtine o serie de valori ale concentratiilor produsilor de

reactie la timpi succesivi, iar seriile de puncte (Py, t;), (P2, to), ..., (P, ) .. . pot fi introduse
intr-¢ formuld de extrapolare, de ex. o serie de puteri in timp O serie simpla este:
P= ag+ ajt + azt + a3t + . (2.30)

Introducénd punctele obtinute in seria de puteri, se pot determina coeficientii a, a,, a,, etc.
Panta inifiala este datd de coeficientul a;, deoarece:
dlp
d[[ ]] =a, +2a,t +3a,t> +..
=3, cind t=0 2.3D

Pentru curbele progresive care au o formi regulati §i sunt mregistrate continuu, ambele
tipuri de procedee conduc, in general, la rezultate similare. in general, procedeele
computerizate sunt mult mai putin susceptibile erorilor vizuale sistematice. In ambele cazuri
recizia este imbunitititd daci se utilizeazi metode sensibile de determinare, prin intermediul
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cirora se urmdreste numai porfiunea initiald a curbei progresive (inaintea aparitiei unor
modificdri mari de concentratie).

®l ﬂ 0(3J ,/—'-—————'—'_‘_"_'_—

02)
/ / (a)

-~ £K1)

Q

b

S

Ve (b)

| farma

. R B

Fig-2.5 Curba progresiva. (a) Curba progresiva rezultati prin trasarea graficului concentratie de
produs in functie de timp. Viteza initiala poate fi determinata fie prin trasarea tangentei

la curba la t=0 sau (b) curba progresivi obtinuti pentru o serie de concentraiii de substrat
(sucrozd) de la 0,0052 M 1a 0,333 M [6]

Prin determinarea vitezei inifiale vo pentru o serie de amestecuri de reactie contindnd
diferite concentratii de substrat, se poate trasa graficul viteza inifiala in funcfie de concentratia
de substrat. Ecuatia de vitezd a stirii stationare (2.21) indicd faptul c@ graficul reprezintd o
hiperbold rectangulara, generatd de cei doi parametrii numerici: Vmax §1 K. Dupd cum s-a

demonstrat mai sus forma acestei hiperbole devine evidentd dacd se evalueazi viteza pentru
trei concentratii limitd de substrat:

5] [S1=0 vo=0

v .[s %’

_Viw Vo2 2.32

Vo [S]+ K, » Vo ( )
[S]>>Km

Vo~V max
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Viteza este zero cind concentrafia de substrat este zero, se apropie de Vpma cand
concentratia de substrat este foarte mare; viteza este egald, cu Vpa/2 cdnd concentratia de
substrat este egald cu constanta Michaelis (K,,). Figura 2.5 b reda vitezele de hidroliz2 ale
sucrozei de citre invertazi, ilustrind totodati tipul de comportare prezentat mai sus.

Dupd cum s-a demonstrat, viteza inifiali este functie de concentratiile inifiale de
enzima si substrat (a se vedea ecuatia 2.21). La o concentratie fixa de enzimad, viteza cregte cu
concentratia de substrat pand este atins un nivel de concentratic de substrat (exces), care
limiteazi viteza reactiei (figura 2.3), dupi care orice alti adaugare de substrat nu mai duce la o
crestere a vitezei.

Metoda cea mai evidentd pentru reprezentarea ecuatiei (2.21) este aceea de a trasa
graficul vitezi initiald (vo) in funciie de concentratia de substrat, din care rezultd o hiperbold
rectangulari cu asimptotele 1a vo=Vmay §i [S] = -Kq, (figurile 2.3 §i 2.4).

Acest grafic prezintd unele dezavantaje legate de faptul cé@ este greu de folosit in
practicd, deoarece este dificil de trasat o hiperbold rectangulard, existdnd totodati ¢ tendinta
puternicd ca asimptotele si fie trasate prea aproape de curbi ceea ce face dificild estimarea
corecta a asimptotelor (cu toate cd la concentratii mari de substrat viteza vy se apropie de
Vimax); €ste deci foarte greu sd se estimeze valoarea exactd a Vi din curba hiperbolica. Daci
Vmax €Ste estimatd gresit, rezultd cd §i Vpa/2 §i implicit Ky, vor fi estimate gresit; un alt
dezavantaj este legat de faptul ca este dificild gasirea unei relatii intre o familie de hiperbole,
fiind deasemenea greu de a se stabili deviatiile de 1a curba probabili.

Deci, ccuatia unei hiperbole rectangulare nu reprezintd o forma convenabila pentru
evaluarea constantelor cinetice Vyp.x §i Kp. Aceste dezavantaje au fost recunoscute de
Michaelis $1 Menten, care in loc s reprezinte viteza initiald (vo) ie functie de concentratia de

substrat ([S]) au reprezentat vy in functie de log[S]. Acest grafic di nastere unei curbe
simetrice in formd de S care are panta maxima cand [S}=K,, ( figura 2.6).

Vmu s Al

Y17 S ' Panta maxima
0,576 V ax

i
i
!
- 0
S

log S/K,,,

Fig.2.6 Determinarea Vp, $i K prin metoda lui Michaelis --Menten. Graficul este

aproximativ liniar pe un domeniu apreciabil de viteze si astfel panta maxima
poate fi estimatd ugor [6].
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Diferentiind ecuatia (2.21) rezulta:

dv, _Km-vm-{s]c}
dinfs] (k, +]s |F

2.33

dv, Km Vi 15 ] 233)
o =2303— o=
dlog|S] _+[5F

Valoarea maximd a pantei rezultd atunci cind [S]=K, §i este egald cu
2,303V, L ) _ nta - maxi
— ™t 0,576V, - Deci, Vg poate fi determinata astfel: V,,, =2 antc; :;';X iy

Michaelis-Menten au estimat parametrul Ky, ca fiind valoarea concentratiei de substrat
pentru care viteza a fost egald cu vo=V /2.

Determinarea parametrului cinetic K, in acest mod este mult mai precisd decat
estimarea punctului in care apare panta maxima. Acest grafic nu mai este folosit azi, dar
prezintd un interes istoric putand fi folosit pentru a reda saturarea enzimelor care prezinta mai
muite centre de legare.

incepand cu Lineweaver si Burk, multi cercetitori au preferat s retranscrie ecuatia lui
Michaelis-Menten intr-o formad care sd permitd trasarea rezuitatelor sub forma unui grafic
limar. Segal (1985), a descris originea istorica a graficelor lui Lineweaver §i Burk (1934),
Eadie (1942) si Hanes (1932), care rezulti din expresia hiperbolicd (2.21) astfel [S]:

se traseazﬁ 'Jl aficul:

1 1 1)1
— I—{/—ma—x+ rr.ar ([S])vn ——)fl [‘ } |(2 o

Lineweaver si BurL( 1934)

v-v'““"lSJ vy =V — K 2%v - fl 2% 1(2.35)
°"K_+I5] o= [S] ’ []

Woli (1932)

[ ]—af([b]) (2.36)

Hanes (1932)

Prin intermediul ecuatiei (2.34) L =—+ -—L( L se poate obtine un grafic liniar
vO Vmax nax \ S ]

ZHEN f (T-é]] avind panta = f”'

Yo

abscisd -1/K,,;.

max
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1/V0

6V s
AV
panta = K.m max
2/V}nax ............ /
............. o —i_
............. >
2/Ky -1/Ky VKn 2/Kn 3/Kn 4Ky >

Fig. 2.7 Graficul schematic al datelor de cineticd enzimatica folosind ecuatia
Lineweaver-Burk (2.34).
O analizi, prin simpla regresie liniard a celor mai mici pdirate, a datelor in aceasti
forma nu este recomandabild pentru c2 inversarea influenteazi marimea erorilor. Datele pot fi
totusi folosite in aceastd forma daci ele sunt mediate adecvat.

Tindnd cont de ecuafia (2.36) se poate obfinc un grafic M - f ([S]), liniar avénd
Vo
panta egala cu 1/Vp,y §1 intersectiile Kp/Viax cu axa [S}/vg si K, cu axa [S] (figura 2.8).

[SVvo
A
6 K/ Vimax
4 Koo/ Vimax
panta = 1/Vpax
2 K/ Vs e
..... #!»f' }(m
ff““it\—/// V;u
,f’ >
2Km  -Kn Kn 2K, 3K, 4K, [S]

Fig.2.8. Graficul schematic al datelor de cinetici enzimatica folosind ecuatia
Hanes (2.36).
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Ecuatia (2.35) conduce la obtinerea graficulut v, — fL [S]]’ reprezentind o dreaptd de
pantd -Kn, §1 intersecfie pe ordonatd Vipay §i Vinax/Km pe abscisa ( ﬁ/gura 2.9).
Vo
Viez ™.
- panta = -Kp
0,6 Vi
0,4 Vimx ~.
0.2 Vinax \\
0,2 Vi K 0,4 V 00/ K 0,6 Viao/ Ko, 0,8 Vma,/Kn:{}n'm/Km vo/[S]

Fig. 2.9 Graficul schematic al datelor de cineticd enzimatic folosind ecuatia
Wolf (2.35).

Ecuatia (2.21) poate fi aranjatd si sub forma propusa dc Eadie gi Hofstee (1952):

3 \
_[”SL] = ;:. __I‘;L (2.37)

Prin intermediul ecuatiei (2.37) se poate trasa graficul ﬁ’] — f(v, ), care reprezinti o

dreapti cu panta — 1/Ky, 51 intersectia pe ordonata ‘;2‘“ , 1ar pe abscisd Vi, (figura 2.10):

vo/[S]

VIMX/ Km

.....

0,8 V'K panta = - 1/Kp,

0,6 VoK
0.4 Viar/Kin

0,2 Vou/Kin

0,2 Vm 0,4 Vm 0,6 Vlm 0,8 Vmax Vmax Vo

Fig. 2.10 Reprezentarea schematica a datelor de cineticd enzimatici
bazatd pe ecuatia Eadie-Hofstee (2.37).
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Ecuatiile (2.35) si (2.37) conduc la erori mari in determinarea parametrilor cinetici,
deoarece viteza initiald apare in ambii membri ai ecuatiilor, determinarea acesteia conducénd
la erori mai mari decét in cazul masurdrii concentratiei de substrat. In scopul determindrii
parametrilor cinetici, Vinax §i K, se recomanda un domeniu de concentratii de substrat cuprins
intre 0,2 51 5 K.

Avantajele graficelor. de mai sus constau in usurinfa §i acuratefea unei reprezentiri
liniare comparativ cu aceea a unei hiperbole precum §i in estimarea simpld a pantei gi
intersectiilor dreptei.

Recent au fost luate in discutie influentele statistice inerente rezultate ca urmare a
transformaritor liniare ale ecuajiei Michaelis-Menten; din aceste studii au rezultat o serie de
concluzii dintre care se faptul cd: in scopuri ilustrative se poate folosi orice grafic, dar cel mai
adesea in practicd fiind utilizat graficul Lineweaver-Burk care este totodatd si cel mai putin
corect. Graficul Lineweaver-Burk prezintd deviatii de la linearitate la concentratfii mici de
substrat. Probleme similare apar si in conditiile folosirii celorlalte doua grafice (figurile 2.8 s

2.9). Graficele din figurile 2.7, 2.8 si 2.9 prezintd o serie de dezavantaje fiind considerate ca
nesatisfacatoare.

Graficul v, — f [TV.S%]) prezintd dezavantajul c¢i vo- variabild dependentd- apare in

ambele coordenate. Din cele trei grafice, graficul —S—'— > f ([b ]) este cel mai satisfacator.
Vo

Pentru estimarea parametrilor cinetici pot fi utilizate §i o seriec de programe de calculator.
Eisenthal §i Comish- Bowden (1974) [5], au descris o metodd complet diferitd de a

reprezenta grafic rezultatele cineticii enzimatice, ei denumind graficul folosit de ei “graficul

liniar direct”. Astfel, in locul scrierii ecuatiei Michaelis-Menten sub forma ecuatiei 2.21, care

prezinta dependenta vitezei inifiale de concentratia de substrat, ei au rearanjat expresia pentru

a reda dependenta vitezei maxime (Vy,.x) de constanta MichaelisK,:

Voar =V +-E§]Km 238)

in acest caz, pentru orice valoare a vitezei initiale §i a concetratiei de substrat se poate
trasa un grafic al vitezei maxime (Vimax ) in functie de K, sub forma unei drepte care are panta
egald cu vo/S si cu intersectiile: -[S] pe axa K, §i v pe axa V.. Dacd se traseazi mai multe
drepte de acelasi fel, pentru mai multe determindri, acestea se vor intersecta intr-un punct
comun ale cadrui coordonate dau numai valorile V. §i Kn (figura 2.11). in cazul
determindrilor reale, punctul de intersectie este prost definit (nu ca in figura 2.11), datoritd
erorilor experimentale; punctul cel mai corect este usor de gisit el fiind acela in care dreptele
se strAng cel mai aproape unele de altele. De asemenea, determindrile gresite sunt usor de
recunoscut intr-un astfel de grafic, deoarece ele dau nagtere la drepte care diferd mult una de
alta. Avantajul principal al acestui tip de grafic este acela ci nu necesitd nici un fel de calcul.
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ISi1 0 K*» K

Fig. 2.11 Graficul liniar direct bazat pe ecuatia (2.38)}. Fiecare linie reprezinta o
determinare avand intersectiile: - [S ] pe axa K, §i respectiv v, pe axa
Vs Punctul de intersectie di coordenatele cele mai bune a lui K*, si

V* mas.
2.4.2. METODA VITEZEI INTEGRATE

O ecuatie cineticd poate fi scrisd in doud forme diferite: ca o expresie care s indice
modificarea concentratiei unui reactant in timp sau, ca una care sd redea variajia vitezei de
reactie in funcijie de concentratia reactantilor.

Enzimologii iau in considerare a doua posibilitate, in timp ce chimistii pe prima;
chimistii preferd totodatd ecuatiile de vitezd integrate, acestea avand avantajul c@ reprezintd
ceea ce se determind la moment dat.

Michaelis §i Menten (19]13) au abordat problema studierii enzimelor prin masurarea
vitezelor inifiale de reactie situatie in care se elimind erorile introduse de inhibitia prin produsii
de reactie §i a scaderii concentrafiei de substrat sub nivelul necesar saturdrii enzimei cu
substrat. Initial biochimigtii nu au incercat si aplice ecuatiile de viteza integrate, chiar atunci
cand acestea erau adecvate studiilor lor.

Determindrile vitezelor inifiale sunt adecvate in etapele preliminare ale unwm studiu de
cineticd enzimatica, cdnd problema principald este aceea de a gisi §i ecuatia adecvatd si
valorile aproximative ale parametrilor cinetici. In aceste studii este indicat si se inliture
efectele produgilor de reactie sau sd fie luate in considerare in mod controlat. Totugi, cdati
incheiat acest studiu preliminar, este bine sd sc studieze viteza de reactie de-a lungul unei
perioade mai mari de timp, observandu-se astfel efectul progresiv al acumularii produsilor,
precum si cel al sciderii substratului. in principiu este posibil si se obtind valori exacte ale
parametrilor cinetici dintr-un numar destul de mic de experiente, evitdndu-se astfel natura
subiectiva a estimarii vitezei inifiale dintr-un grafic de forma unei curbe care in mod practic
este imposibil sa se realizeze fard erori. O curbd progresivi de reactie confine mult mai multa
informatie comparativ cu cea generati printr-o determinare a vitezei inifiale prin extrapolare la
timpul t = 0.
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Pani in prezent s-au mentionat metodele de tratare a datelor de cinetica care presupun
determinarea vitezei inifiale a reacfiei catalizate de enzimd pentru o serie de diferite
concentra{ii de substrat. Datele pot fi reprezentate grafic conform cu una din transformaérile
liniare ale ecuatiei, obtindndu-se astfel parametrii cinetici: Ky §1 Vmax. Acest procedeu este
echivalent cu metoda diferentiala.

Un procedeu altarnativ, care cel putin in teorie, poate fi folosit pentru determinarea
valorilor Vnax §i Kiy, este acela de a introduce datele dintr-o singurd curbd progresivd intr-o
ecuajie de vitezd integratd adecvat. Deoarece atit viteza de reactie cdt §i concentrafia de
substrat variaza continuu in cursul reactiei, o singurd curbd progresiva poate genera o serie de
puncte (viteza- concentrafie) suficientd pentru determinarea vitezei maxime $i a constantei K,

in scopul integrarii ecuatiei Michaclis-Menten (ca orice alti ecuatic de vitezd) este
necesari introducerea relatilor care existd intre concentratiile reactantilor. Astfel, concentratia
de substrat [S] si concentratia de produs [P] nu sunt independente, suma lor fiind o constanti:

[s]+1P]=15.] .
Deci, [S] sau [P], pot fi eliminate prin intermediul acestei ecuatii. In consecinti, ecuatia

Vs “150]

Michaelis-Menten (v, = ———
K, +[s.]
disparifiz a substratului sau viteza de formare a produsului, poatc fi ugor integrati prin
separarea variabilelor:
odlPl_ dlS]_ Vi, -[S]

dr d K, +|S]

- ijdtz [?](—I[%’"]—H}[S]@

=0 51\

), o ecuatie diferentiald simpla, care redi vileza de

(2.39)

15,1
2 dls
—Vt=I81-5, 4k, | 2=
’ ls{} [s]

~V,t =18, 1-18, ]+ X In[$ ]~ K In[S, ]

De unde:

(s
V=K In ‘[S"J +{s.]-1s.D (2.40)

.

unde: _
[s,}=Is}+Is.]

[s.]=1r]

Ecuafia (2.40), reprezintd forma integrati a ecuatiei Michaelis-Menten si defineste curba
progresiva a unei reactii (sau evolutia reactiei in timp) pentru care ecuatia Michaelis-Menten
continud sa fie valabild pentru o perioadd mare de timp, de la inceputul reactiei.

in continuare in loc de a defini {P] in termeni de t, aga cum ar fi de dorit, se defineste t
in termeni de [P], acest lucru neconstituind un impediment mare in practici. Se recomandi
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folosirea formei In %—]1 a acestei ecuafii de vitezi integrate, deoarece prin aceasta se evitd
orice confuzie legati de cazul adduganii produsului la inceputul reactiei (cdnd la t=0 , (P, 1#0).

Ca si forma ei diferentiald, ecuatia (2.40) poate fi transformati in cteva alte ecuafii, in
scopul de a permite obtfinerea unui grafic liniar:

1, 8] Ve 1 [P
MEIPCR, K ¢ 24D

! - 1 [So]"'[S] " Km 242
lnls_ojan' ln@ v (2.42)
s LM
Bo]-18] =V~ 15,] (2.43)
t r - [S]
t K 1 iS,] 1
== In + (2.44)
5, 1-15] " V.o ([SJ—[S]}' 51"V,
( \
Din ecuatia (2.42)E se poate reprezenta grafic: —[ts,—] = f [S°]:,[S] care reprezinti o
1 In+%

el |
"B B
dreaptd avadnd panta egala cu 1/V, §i cu intersectiile: Ky, /Vinax pe ordonati si —K, pe abscisi,
seminand deci cu graficul Hanes din cazul metodei vitezei initiale.
Grafice liniare se obtin §i din ecuatiile (2.43) si (2.44), care se aseamini cu graficele
Eadie §i respectiv, Linewaver si Burk. In figura 2.12 se reprezinti grafic ecutia 2.43.

[5,)-15]

Panta = -K,;

N\"'x. l In M

t [s]

Fig. 2.12 Reprezentarea schematici a datelor de cinetici enzimatica,
folosind ecuatia Michaelis-Menten integrati (2.43).
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Deci graficul din figura 2.12 dé nagtere unei drepte cu panta —-Ky, i cu intersectiile:
V max, p€ 0rdonata §i Vmex/Km, pe abscisi.

Problema asociatd folosirii graficului din figura (2.12) si deci a ecuatiei (2.43) este
aceea ¢ nu se face nici o ipotez3 asupra mecanismului modificarii vitezei initiale pe parcursul
evolutiei reactiei.

Reactia poate fi inhibatd de produsi, si se apropie de o pozitie de echilibru sau poate
suferi modificiri in conditiile experimentale folosite in timpul reactiei, cum ar fi pH-ul.

Dacd reactia enzimaticd se supune unei cinetici de tip Michaelis-Menten pe toatd
durata experientei, atunci, asa precum rezultd din ecuatia (2.43) si figura 2.12, punctele
obtinute pentru diferite concentratii inifiale vor fi pe aceeagi dreaptd. Daci pozitia dreptei se
modificd cu concentratia inifiala de substrat, atunci compertarea nu este descrisa de ecuajia
Michaelis-Menten (2.21).

[s,] 1l

Din ecuatia (2.41), s-a reprezentat graficul -]-ln——-——> fLI-J) redat in figara

[S,1-1P] t ).
2.13; graficul rezultat prezintd o panti =-1/K,, si cu intersectiile: Viax/Km, pe ordonatd si Vi,
pe abscisa:

lso] i:

Panta = - 1/K,,

[F]

4
Fig. 2.13 Reprezentarea datelor de cinetici enzimatic

in acord cu ecutia (2.41)

Aplicarea acestei metode este simpld in condijiile in care reactia este ireversibili si
atunci cand produsul recactie nu este inhibitor.

fn toate cazurile este posibil, in principiu, si se determine V.« 51 K dintr-o singuri
determinare (experients). In acest scop este necesar ca Sy sd fie muit mai mare decat K, iar
reactia sé fie studiatd pand in situatia in care (So- S) este muilt mai mare decét Ky, Pentru ca
aceastd metoda sa fie valabiid nu trebuie sa existe o inhibitie prin produsi.

Prin studiul vitezei inifiale, inhibitia prin produsi poate fi neglijatd daci reactia este
urmdritd pe o perioadd scurtd de timp (cand P = 0). Pe de alti parte, daci reactia este urmariti
pe o perioadd mai lungd de timp inhibitia prin produsi nu poate fi neglijati. Mai muit, este
foarte dificil sa distingem in cadrul unei singure experiente, diferenta intre sciderea datorati
disparitiei substratului §i cea datorati inhibifiei competitive prin produsii acumulati.
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2.5. FACTORII CARE INFLUENTEAZA CINETICA REACTIILOR
ENZIMATICE

Enzimele sunt proteine sau proteine conjgate contindnd in structura lor §i grupin
neproteice. Activitatea lor cataliticd depinde de mentinerea structurii lor native, astfel incit
orice modificare a conditiilor de mediu poate conduce la modificarea activititii lor catalitice.

Principalii factori care influenfeazi viteza inifiald a unei reactii enzimatice §1 deci
activitatea enzimelor sunt: pH-ul, temperatura, taria ionic3, concentratia de enzimd,
concentrafia de substrat, precum gi diferitii activatori §i inhibitori ai enzimelor. in cele ce
urmeazi ne vom referi numai la influeittele primilor trei parametrii, restul fiind tratati in
capitolui 3.

2.5.1 EFECTUL TEMPERATURI

O reactie enzimatica totald, consta din trei stadii succesive: formarea complexului ES,
convesia acestuia in complexul EP gi disocierea in produsi si enzima liberd. Efectul total a!
temperaturii asupra reactiei va fi dat de suma efectelor separate asupra fiecarei etape.

Temperatura influenfeazd viteza reactiei enzimatice modificind stabilitatea enzimei,
afinitatea enzimei pentru substrat, viteza de scindare a complexului ES, afinitatea enzimei
pentru diferiti efectori. Enzimele au o temperaturd optimd de functionare de aproximativ 37-
38°C. La aceasti temperaturi se inregistreazi o vitezi maximi a reactiei enzimatice. Un numir
mic de enzime fac exceptie de la aceastd reguld generald. Astfel, peroxidaza, este o enzimi
termostabild, purificatd uneori prin denaturarea celorlalte proteine la 80°C. Papaina este,
deasemenea, 0 enzima stabild la temperaturi ridicate, dar aceastd proprietate este puternic
dependenta de pH . Inactivarea termic3 a enzimelor este in mod cert datoratd denaturirii partii
proteice a enzimei rezultatd prin cresterea temperaturii.(figura 2.14).

Activitate (%) | B A

Temperatura

Fig. 2.14 Efectul temperaturii asupra reactiilor catalizate enzimatic.
Viteza unei rectii chimice creste o data cu temperatura (A) dar
datorit aparitiei denaturérii proteinei apare o scidere a cantititii
de enzima activi (B). Cele doud procese sunt redate schematic prin
curba C reprezentind dependenta de temperaturi a unei enzime.
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Cu toate ci in multe lucriri se indicd o temperaturd optima de functionare a enzimelor,
trebuie mentionat faptul cd temeratura optima pentru o anaumitd reactie catalizatd enzimatic
reprezintd un compromis dintre activitatea maxima pe o perioadi scurtd de timp §i picrdcrea
activititii datoratd denaturdrii enzimei pe perioade mai mari de timp.

Efectul temperaturii asupra reacfiilor enzimatice este dat de coeficientul de
temperaturd, Qo , care reprezintd factorul cu care viteza de reaciie creste odati cu cregterea
temperaturii cu 10°C.

E = 2,303 RT? log Q,¢/10 (2.45)

Coeficientul de temperaturd al reactiilor enzimatice arc valori cuprinse infre 1 §i 2, 1ar
cresterea temperaturii va determina cregterea vitezei de reactie §i descresterea temperaturii va
determina sciderea acesteia. In cele mai multe, cazuri prin cresterea temperaturii cu 10°C
viteza de reactie aproximativ se dubleazi, fiind necesar deci un control riguros al temperaturii
in cadrul oricrei determinari enzimatice (cinetice).

Uniunea Internationald de Biochimie a recomandat initial folosirea unei temperaturi
standard de 25°C folositi in determindrile enzimnatice, dar ulterior au recomandat o
temperatura de 30°C datoritd dificultatilor intAmpinate pentru mentinerea unor temperaturi
sciézute fn regiuni cu un climat termic ridicat. Este posibila transformarea activitatii enzimatice
determinatd la o anumitad temperaturd in unitati echivalente corespunzitoare altor temperaturi
folosind o serie de factori de conversie,dar acest lucru introduce o serie de erori. in cadru!
determindrilor enzimatice este obligatoriu sa se indice temperatura de lucru [4].

2.5.2 EFECTUL pH-ului

Enzimele sunt active numai intr-un domeniu limitat de pH, in majoritatea cazurilor
efectul catalitic fiind maxim la o anumita valoare de pH, denumit pH optim de actiune. Exista
si enzime care posedd o activitate maximd intr-un domeniv mai larg de pH (figura 2.15).
Astfel, glutaminaza are o activitate optima la pH cuprins intre 7,9 - 8,1. Majoritatea enzimelor
au o activitate maxima in vecinditatea valorii fiziologice a pH-ului.

Activitate /ﬂ\\ .

/I \
3
1’ \
/ \
/ \A B
/ \
/ \
7/ \
V.22 | SN
4 6 8

pH

Fig. 2.15. Efectul pH-ului asupra enzimei lactat dehidrogenazi. Enzima prezinti un
maxim de activitate la pH=7.4 (A). Prin pastrarea enzimei in solutii tampon
de diferite pH-uri timp de o or3, se constati o pastrare a activititii pe un
domeniu de pH cuprins intre 5 si 9 §i o inactivare permanenta prin
mentinerea enzimei la valori de pH in afara domeniului mentionat (B).
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Un numdr redus de enzime fac excepgie de la aceastd reguld. De exemplu, pepsina prezinta
activitate optima la valori ale pH-ului cuprinse intre 1 §i 4, prezentdnd un maxim de activitate
la pH = 1,8. Cdteva enzime au activitate cataliticd maxima in domeniu puternic alcalin (de ex.
arginaza in prezentd de Mn** prezinta un pH optim = 10).

pH-ul poate determina modificari ale stabiliti{ii enzimei, putind conduce la inactivarea
enzimei (pierderea activiti{ii catalitice) precum si ale afinitdtii enzimei, care poate sd scadi s.a.
Efectele pH-ului sunt datorate modificérilor stdrii ionice a resturilor de aminoacizi ale enzimei
si a moleculelor de substrat, conducand la modificarea eficienfei de legare a substratului.
Anumite resturile de aminoacizi sunt implicati in cataliza i deci orice modificare a sarcinii lor
va afecta viteza de reactie. Concentratia ionilor de hidrogen modificd viteza unei reactii
enzimatice prin schimbarea starii de icnizare a tuturor componenteior prezente in mediul de
reactie: enzimd, substrat, complexul ES. Pe un anumit domeniu de pH aceste efecte sunt
reversibile dar ele devin ireversibile la valori extreme de pH, putind conduce la o denaturare
totala a enzimei.

2.5.3 EFECTUL TARIEI IONICE

Prezenfa sdrunilor strdine poate afecta viteza de reactie, fie prin modificarea
echilibrului de formare a complexului activ, fie prin combinare cu reactantii.
Primul efect denumit “efect de salinizare” de ordinu unu poate fij calculat pe baza formulei [8]:

logK =log Ko +Za Zp [l + (ks +kg-k*)p (2.46)

unde: K = constanta de viteza a reactiei
Ko = constanta de vitezi in absenta substantelor strdine
ZsZg = sarcinile reactivilor A i B
| = taria tonicd
ka, kg, k* = coeficienti empirici pentru reactivii A, B si respectivcomplexul activat.

Pentru a se obfine rezultate exacte, trebuie eliminafi ionii strdini care pot influenta
cinetica reactiei $i realizat un control adecvat asupra tiriei ionice a mediului.
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3. ANALIZA ENZIMATICA

Enzimele ocupd un loc important in biochimia analiticd, studiul; lor presupunénd
existenta unor metode de determinare adecvate. Ele pot fi considerate reactivi analitici
care stau la baza unor metode sensibile §i specifice de determinare cantitativd a unor
compugi chimici de importanta biochimica.

Prin analizd enzimaticd se¢ infelege totalitatea tehnicilor chimice in care
enzimele sunt folosite ca reactivi analitici pentru determinarea substratelor,
inhibitorilor, activatorilor, coenzimelor, precum §i pentru determinarea insdsi a
enzimelor [8].

Pentru cid enzimele actioneazd in cadrul sistemelor vii, complexe una din
proprietifile lor importante este specificitatea. O enzima este specifica atit pentru
tipul reactiel pe care o catalizeaza cit i pentru tipul substratului pe care il accepta.
Specificitatea este caracteristica cea mai semnificativa a enzimelor §i probabil cd in
viitor enzimele vor fi definite in mod simplu drept "catalizatori foarte specifici”. O
enzima este deci capabila sd catalizeze o reactie particulard a unui substrat particular,
chiar dacd in mediul de reactie sunt prezenti §i alti izomeri ai substantei sau substrate
similare. Aceasta rezolvi o problema importanta din chimia analitica §i anume analiza
unui compus in prezenta altora similari cu care primul poate interfera in cadrui
analizei.

Un exemplu al specificitafii enzimelor fajd de un substrat particular este ilustrat
de actiunea luciferazei, care catalizeazi oxidarea luciferinei la oxiluciferini:

OH
T
| Luciferaza o e
P | N +0y ——— " 5 Oxilciferma
HOOC N N ~ 2 Mg2+ ATP

Studiindu-se diferiti compugi similari ca structura luciferinei, s-a constatat ci,
oxidarea cataliticd, conduce la producerea unei fluorescente verzi, care are loc numai
in prezenta luciferinei [8].

Un alt exemplu de specificitate absolutd il constituie acfiunea glicerol kinazei

asupra glicerolului cénd se formeazi L-glicerol-3-fosfat (nu se formeazi niciodati
glicerol -1-fosfat) figura 3.1.

II" H
C + ATP |
—= C + ADP
HO/ / \CHZ OH HO/ | “\CH,OH
CH,0H CH, GPO"
T2 3
glicerol

L-glicerol-3-fosfat
Fig. 3.1 Reactia catalizati de glicerol kinazi

Glucoz-oxidaza care catalizeazi oxidarea glucozei la acid D-gluconic reprezinti
un exemplu de enzimi cu specificitate mare fati de substrat; studiindu-se un numir de
peste 60 de zaharuri oxidabile s-a observat ¢ numai B-D-glucoza, 2-deoxi-D-glucoza
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si 6-deoxi-fluoro-D-glucoza sunt oxidate cu o viteza apreciabild. Anomerul o-D-
glucoza este oxidat catalitic cu o vitezi foarte micd (0,6% din cea de oxidare a B-D-
glucozei).

Activitatea cataliticd a enzimelor este proprietatea componentului major al
acestora §i anume proteina. Relativ la mecanismul lor de actiune, se poate menfiona
faptul ci reactiile catalizate de enzime apar prin inieractia substratelor cu o micé paite
(= 1%) din aria suprafetei totale a enzimelor denumita centru activ.

Regiunea din macromolecula proteicd care contine centrii de legare i catalitici
se numegste centru activ al enzimei (figura 3.2).

A Substrat

)\~

Compiex
Enzima-substrat

%ﬁ Produs

Fig. 3.2 Reprezentarea schematica a interactiei dintre o enzima implicand
centrul activ (o) si substratul ei specific.

Centrul de legare (fixare) al substratului include catenele laterale ale
aminoacizilor care sunt implicate in legarea substratului la nivelul centrului activ.
Centrul catalitic al enzimei include catenele laterale ale aminoacizilor implicati in
procesul de catalizi enzimatica {figura 3.3).

R
Cl Substrat
AN

Enzima

centru activ

Fig. 3.3 Reprezentarea schematici a centrelor de interactie dintre enzimi si substrat.
unde: A, A" si A" sunt centrii ai enzimei care interactioneazi cu grupiriie
R',R" i R™ ale substratului; A' si A" sunt centri de legare i A" este centrul
catalitic
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Datoriti conditiilor blande folosite in cadrul analizei enzimatice, se pot, deseori
identifica si determina substante labile, care prin utilizarea altor metode chimice de
analizd sunt determinate intr-un mod imprecis (se pot determina radicalii liberi care
rezultd din reactii si deci se poate studia mecanismul reactiei respective).

O altd proprietate importantd a enzimelor o reprezintd capacitatea cataliticd; prin

analiza enzimatici pot fi determinate cantititi de substante de pana la 10‘10g.
Specificitatea enzimelor si capacitatea lor de a cataliza reactii ale substratelor la
concentratii mici reprezintd un mare avantaj in analiza chimica, ceea ce a facut ca
acestea sa fie privite ca reactivi analitici. '
Prin utilizarea enzimelor in cadrul analizei chimice se poate elimina etapa de
separare a componentilor unui amestec, ceea ce conduce la scurtarea timpului de
efectuare al analizei[8].

3.1. MECANISMUL ENZIMATIC

O prima etapa in reactiile catalizate enzimatic, o reprezinta legarea reactantilor
la suprafata enzimeli, iar una dintre functiile enzimei este aceea de a orienta reactantii
unul fatd de celilalt. Aceastd idee a fost sugeratd de cétre Fischer care a introdus
ipoteza “lacatului §i chieii”, relativd la interactia dintre enzima §i substrat (enzima
fiind lacatul §i substratul chieia); aceasta teorie era una mecanicistd in care proteina
era privitd ca avind o structurd rigida, teoria explicind parfial specificitatea unei
enzime fatd de un substrat particular. Ipoteza lui Fischer nu explicg posibilitatea
legdrii §1 a altor molecule de substrat cu o structurd chimicd apropiatd de cea a
substratului particular si care pot fi catalizate cu viteze de reactie mult mai mici.

Teoria lui Coshland are la bazd ipoteza “inducerii prin potrivire”, care
presupune cd, o datd cu legarea substratului are loc o modificare a conformatiei
enzimei rezultind intr-o orientare corecta §i adecvati, a grupdrilor reactive aparfinind
atdt enzimei cit §i substratului. Aceastd ipoteza sugereazi idea flexibilitafii structurii
enzimatice [4].

Multe reactii enzimatice decurg ca o consecin{d a atacului nucieofilic sau
clectrofilic asupra substratulut, primul fiind cel mai des intdlnit in practicd. Reactivii
nucleofili sunt donori de electroni. Daci reactia de catalizat este urmétoarea:

A-X - AT +X~

atunct in urma unui atac nucleofil (C" este catalizatorul), reactia decurge mult mai
usor :

CAX>CA+X

fn urma ruperii unei legituri este important de a se stabilii natura gruparii
indepartate pentru a se determina energia de activare. Bazicitatea unei grupari poate fi
corelatd cu caracterul ei nucleofil astfel incdt daca, bazicitatea grupdrii indepirtate
scade, va scddea i tendinta de reformare a legiturii rupte:

H'+A-X > AXH"

N C AX-H 5C-A+HYX
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Exemplul de mai sus corespunde catalizei acide si efectul ei este acelade a indepé.rta
electronii de la gruparea implicati in reactie. De cele mai multe ori atét cataliza ac@i
cat si atacul nucleofil sunt implicate in reactiile catalizate enzimatic redate prin
mecanismul “push-pull”.

3.2. ACTIVAREA SI INHIBAREA ENZIMELOR

In literaturd sunt descrise numeroase exemple de enzime care necesita diferite
substante pentru a-si manifesta activitatea cataliticd. Exemple in acest sens sunt
catalaza care contine hemul drept grupare prostetica sau ascorbat oxidaza care confine
atomi de cupru. O serie de anioni i cationi conduc la o crestere a activité{ii enzimelor
ei filnd denumiti activatori. Activarea anionicd este ne-specificd existind multe
exemple in acest sens (ex. amilaza este activata de o serie de anioni si in special de
ionii de clor). Activarea cationicd este mult mai specificd, prezenfa ionilor de
magneziu fiind esenjiald de exemplu in cadrul reactiilor in care sunt impiicate
moleculele de ATP si ADP, fiind foarte probabil ca initial ionii de magneziu si se
lege de substrat §i nu de enzima.

O substanti care conduce la sciderca activitatii enzimelor poartd denumirea de
inhibitor; efectul lor poate fi reversibil sau ireversibil. Inhibarea prin substante care
reprezintd produsi de reactie prezinti importania in controlul metabolismului celuiar,
in timp ce inhibarea selectivi a anumitor enzime reprezintd baza unor procese
farmacologice §i chemoterapeutice. Despre aplicatiile reactiilor enzimatice inhibate
selectiv in biochimia analitica se va discuta intr-un capitol separat.

3.3. ALOSTERIE

Enzimele alosterice prezinta o serie de efecte de activare §i inhibitie
competitive, care sunt corelate cu modificirile conformationale ale structurii
enzimatice. Enzimele alosterice prezintd importantd in cadrul metabolismului, ele
exercitdnd un control asupra reactiilor care au loc in diferite organisme . Numele de
alosterie se refera la faptul ca@ inhibitia enzimei se datoreazi unor substante care
prezintd o structurd si forma diferiti de cea a substratului . Conceptul de bazi al
enzimelor alosterice a fost initial propus de Monod §i reprezintd o extensie a teoriei
“inducerii prin potrivire” datd de Coshland [8]. Pentru a-si manifesta activitatea
catalitica ¢ enzimd alostericd trebuie sd existe intr-o conformatie care s permita
legarea substratului.

Structura acestora este flexibild §i este stabilizati numai prin legarea altor
molecule. Prin urmare, legarea unui activator de centrul sdu specific, conduce la
modificdri conformationale ale enzimei facind posibili legarea eficienti a
substratului. Spre deosebire de acesta, un inhibitor care se leagid de centrul siu
specific poate conduce la o medificare atat a structurii de legare a substratului cét si a
activatorului (figura 3.4).

6-posfofructochinaza (E.C.2.7.1.11) o enzimd importanti in metabolismul
glicolitic, este inhibatd de ATP si citrat , fiind activati de AMP, ADP si substratul ei,
6 —fosfatfructoza. Aceste efecte fac ca activitea ei si fie redusd atunci cind
concentratia compusilor cu energie inalti este mare sau atunci cind existi o sursi
adecvati de energie rezultatd din ciclul acidului citric. Enzima este activati de citre
compusi a cdror prezentd in concetrafii mari sugereazi o lipsa a compusilor de energie
inaltd in celula.
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Forma activa

Forina inactiva

Fig. 3.4 Enzime alosterice. Legarea activatorului stabilizeazi enzima in forma
ei activa, in timp ce legarea inhibitorului modificd conformatia
centrului activ ducind la pierderea activititii. (1) Centrul de legare al
substratului, (2) centrul de legare al activatorului gi (3) centrul de
Jegare al inhibitorului.

3.4 1ZOENZIME

Enzimele care prezintd aceeiagi funcfie cataliticdi sunt denumite enzime
omoloage §i sunt impartite in doud clase. Heteroenzimele sunt obfinute din diferite
surse §i cu toate cd ele catalizeazi aceiagi reactie ele poseda proprietiti fizico-chimice
si cinetice diferite. Enzima hidrolitici o-amilaza se gaseste in secrefia pancreatici
umana ea fiind diferitd de enzimele cu acelagi nume rezultate din bacterii sau malf.
l1so-enzimele sunt forme moleculare diferite ale aceleiagi enzime care se gasesc in
acelagi organim sau animal, ele prezentdnd deseori un anumit profil de distribugie in
tesuturi.

Multe dintre izoenzimele existente sunt rezuitatul hibridizarii dintr-un numar
limitat de subuniti{i (cum este cazul lactat dehidrogenazei). Unele enzime prezintd
forme multiple datoritd cresterii gradului de polimerizare a unei singure subunitati;
acestea nu trebuie privite ca izoenzime deoarece ele nu au la bazi diferente genetice
intre diferitele forme. Colinesteraza, de exemplu, prezinti cinci forme, consténd dintr-
o singura subunitate, §i existind sub formi de de monomeri, dimeri, trimeri, tetrameri,
§i pentameri.

Lactat de hidrogenaza (1.1.1.27) reprezinti un exemplu de izoenzimi tipici. in
organismul uman aceasta este compusi din doud subunitifi proteice diferite cunoscute
sub numele de A si B, structurate sub forma unor tetrameri (figura 3.5), dand nagtere
la cinci forme hibride diferite rezultate din cele doud unititi de bazd. Subunititile A si
B sunt enzimatic inactive dar tofi tetramerii sunt activi; deasemenea datorita
compozitiet lor diferite pot fi separati unul de altul prin electroforezid sau prin
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cromatografie de schimb ionic. Tetramerii prezintd proprietifi catalitice difente
relative la specificitatea de substrat §i cinetica de inhibitie.

Izoenzimele sunt distribuite in diferite tesuturi si spre exemplu forma B4 a
lactat dehidrogenazei, se giseste in special in muschiul inimii iar forma A4 nt{mai in
raugchiul oaselor. (skeletal), dar in generai ele sunt prezente in diferite cantitdfi in
toate tesuturile.

( J
0 0o B0 NE
E]El Ell ] ] -] ] e
A, A,B AB, AB, B,

Fig. 3.5 Structura cuaternara a proteinelor. Lactat dehidrogenaza are o greutate

' moleculari de aproximativ 140.000 D, ea existind sub forma unui tetramer
rezultat prin asocierea a doud proteine globulare diferite (A §i B) ceeace
conduce la existenja a 5 forme hibride active diferite ale enzimei. Peptidele A
si B sunt inactive enzimatic fiind deseori notate prin M (mugchi) si H (inima).

Izoenzimele diferd intre ele in special prin capacitatea lor cataliticd. Ele sunt
activate sau inhibate in mod diferit, permitdnd unei izoenzime sa functioneze in
conditii care reduc activitaea altei izoenzime; prin astfel de efecte se asigurd un
control asupra unei aceiasi reactii care paote avea loc in conditii celulare sau tisulare
diferite.

fn studiul enzimelor este de dorit si se poati determina nu nunai activitatea
acestora dar §i procentul activitafii izoenzimelor. Utilizarea inbibitorilor, care au o
influentd mai mare asupra unei izoenzime comparativ cu alta sau, alterarea
specificitafii reprezinta o solutie in sensul mentionat mai sus.

3.5 DETERMINARII ENZIMATICE

Determindrile enzimatice trebuiesc efectuate in condifii de pH, temperatura,
tarie ionica s1 de concentratie a reactivilor folosifi optime pentru activitate. De aceea,
inaintea realizdni unui procedeu de determinare a activitatii enzimelor, este necesard
cunoagterea, din datele de literaturd a unor parametrii cum sunt pH-ul §i temperatura
optimd, cunoagsterea cofactorilor, activatorilor, inhibitorilor si a valorilor de K, .

3.5.1 DETERMINAREA ENZIMEI

Scopul determindrilor enzimatice este acela de afla citdi enzimi avind
caracteristici cunoscute este prezentd intr-o probd a unui omogenat tisular sau in
lichidele biologice. in cadrui unor astfel de determindri trebuie avut in vedere faptul
cd mentinerea organizarii §i integritatii celulare, reprezinti o caracteristica a vietii §i
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ci distrugerea celulard prin procese naturale (autolizd), insofiti de modificari
enzimatice §i descompunerea cofactorilor, incepe odatd cu moartea unui organism sau
cu izolarea unui fesut. Autoliza este minimalizatd daci fesutul este pastrat la 4° C, atét
inainte cét §i dupd prepararea omogenatelor acestuia. Deasemenea, multe enzime se
denatureazi la temperaturi inalte sau moderate, acesta fiind un motiv in plus de a
pistra probele biologice sau preparatele rezultate din acestea, la temperaturi scazute
inainte de a se efectua determinarea enzimatica.

Determinarea activitifii unei enzime are un domeniu larg de aplicatii.
Determindrile enzimatice prezintd importantd in domeniul chimiei §i biochimiei
analitice, al alimentatiei, agriculturii, chimiei clinice §i in special in identificarea
diferitelor dereglari metabolice ale organismului. Deasemenea, sunt necesare
procedee exacte de determinare a enzimelor pentru a se realiza metode analitice de
analizi a diferitelor substante (substrate), a unor cofactori precum si a activatorilor si
inhibitorilor enzimatici.

Deoarece enzimele sunt caracterizate prin reactiile pe care ele le catalizeazi
concentratia unei enzime poate fi determinati masurdnd viteza cu care aceasta este
capabild si catalizeze reactia ei specifici (metoda cinetica).

3.5.1.1. Determinarea enzimelor prin analiza cinetica a activitafii catalitice

_ Metoda cea mai utilizatd de estimare a concentatiei unei enzime dintr-un
preparat biochimic este aceea de a se determina activitatea ei cataliticd, cu alte cuvinte
sd se afle cit substrat este transformat in produs intr-o unitate de timp §i in conditii
specifice.

Dupa cum s-a aritat, viteza inifiald a unei reactii catalizate enzimatic este
proporticnald cu concentrafia initiali de enzimd [Eg], asa cum rezultd din ecuatia
Michalis — Menten:

_ kIS,
" K, +IS,)
Aceasta dependenta este redati in figura 3.6.

4 viteza initiata _ -
de reactie enzima = 0,004 unitati
’-’-"‘-’-—”‘-—'T’d-‘_’—'_—
/ | erczitna = 0,003 unilati
/ '

enzima == 0,002 unitati

/_o,ms unitati
~ 001 unitati

i >

5, concentratia de substrat
Fig. 3.6. Graficul vitezei initiale functie de concentratia de substrat la diferite
concentratii de enzima. S, = concentratie de substrat nelimitativa [8].

La o concetratie constatntd de substrat So, viteza initiald v, este direect
proportionald cu concentrafia de enzimd [Eg]. Cu toate cd in teorie pentru o
concentratie fixd de subtrat aceasti relafie este adeviratd, in practici este mult mai
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utild situatia in care concencentrafia de substrat este suficient de mare astfel incét
enzima si fie saturati cu substrat. Acest lucru se justificd din doua motive principale;
in primul rind, integrarea ecuatiei Michaelis-Menten (a se vedea paragraful 2:4.2.),
reda faptul ci porfiunea lineard a fazei stirii stationare a reactiei este mult maritd pe
misurd ce gradul de saturare al enzimei creste (toti ceilalfi factori fiind mentinuti
constanti). Cu alte cuvinte, in termeni siraplii, acest lucru se datoreazd faptului cd
viteza de transformare a substratului este nesemnificativa relativ la concentria totald a
substratului prezent, in conditiile in care concentraia inifiald de substrat creste. Din
aceste motive rezultate mult mai precise ale vitezei initiale se obfin la concentratii
initiale mari de substrat comparativ cu cele obtinute la valori mici ale acestuia.

in al doilea rind, asa cum s-a demonstrat, la valori mari de [So] din ecuatia
Michaelis-Menten rezultd ci vy = ky2 [Eo] si deci vo nu variazd odati cu micile
modificiri ale [Sq]; aceasta inseamnd ca se pot obtine rezultate precise fard a mentine
concentratia substratului la o valoare fix3, presupunand ca substratul se giseste intr-o
concentratic suficientd ca si satureze enzima. In concluzie cu cit este mai mare
concentratia de substrat cu atit determinarea este n:ai precisa.

in acord cu ecuatia Michaclis-Menten, o enzimi este saturatd de substratul ei
numai la concentratii foarte mari de substrat, astfel incit conditiile experimentale
realizate practic sunt apropiaie valorii saturdrii complete. Ecuatia permite calculul
valorii vo/Vmax pentru ficare valoare a concentrajiei initiale de substrat, in ipoteza cd
valoarea constantei K este cunoscutd (vezi tabelul 2.1, din capitolul 2). Trebuie
mentionat faptul ci valorile rapoartelor vo/Vm §i ale saturdrii parjiale sunt
independente de concentratia de [Eg), presupundnd cé [S¢] >> [Eg]. Cu toate acestea
valorile de vo §1 Ve variaza cu concentratia de [Eo], ceea ce reprizintd cheia
problemei in cadrul determindrii enzimelor prin meteda cinetici.

Din cele expuse mai sus, ar rezulta faptul cd un procedeu utilizat pentru
determinarea enzimei poate fi imbundtatit prin cresterea concentratiei de substrat, fard
limita, dar in mod cert §1 al{i factori trebuie luati in considerare incluzind: solubilitatea
substratului, pretul de cost al acestuia §i posibila inhibitie prin substrat {vezi capitolul
4). Deci alegerea concentratiei de substrat reprezinti in final un compris.

Prin folosirea unei concentratii de substrat in exces, reactia prezinti o vitezi
raximi care este proportionali cu cantitatea de enzimi prezenti. in acest scop, este
suficcient s se utilizeze o concentratie de substrat care este de cel putin 10 ori mai
mare decdt valoarea constantei K, a enzimei. Cu toate ci viteza maxima poate fi
numai teoretic atinsd la o concentratie infinitd de substrat prin folosirea ecuatiei
Michaelis-Menten, este posibild calcularea procentului vitezei maxime pentru o
anumitd concentratie de substrat. Cu toate ci in determindrile enzimatice este de dorit
sd se foloseascd concentrafii mari de substrat, unele enzime prezinti o inhibitie
datoratd acestuia, care are caracteristicile prezentate in figura 3.7. In astfel de cazuri
trebuie aleasd concentratia de substrat pentru care se obtine maximum de viteza. Este
important ca in cadrul determindrilor enzimatice s3 se raporteze procentul de vitezi
maxima, obfinut in cadrul metodei.

Dacd reactia implicdi mai multe subsirate, atunci trebuiesc stabilite
concentratiile fiecaruia, preferabil la valori dapropiate de cele de saturare.

Viteza reactiilor catalizate enzimatic, depinde §i de concentratia cofactorilor.
La fel ca §i in cazul substratelor fiecare cofactor trebuie si existe ia o concentratie

fixd, de preferat in exces, in scopul obtinerii unei metode precise §i reproductibile de
determinare a enzimelor.
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De asemenea se impune necesitatea existentei unei metode adecvate de
studiere a reactiei enzimatice, ceea ce presupune ca in cadrul sistemului de analizat,
pe masura transformarii subtratului in produs, si existe o modificare a unui parametru
fizico-chimic (optic, electric, etc.); daci nu apar astfel de modificdri reactia poate fi
urmaritd in mod indirect prin cuplarea ei cu o a doua reactie catalizatd enzimatic
(reactie indicatoare), In care pot aparea astfel de variafii.

I/VO

"

5
-1 0 [ k] s ?

1/8¢

Fig. 3.7 Inhibitia prin substrat. L. aminoacid oxidaza este inhibati de
substrat Ia concentratii de L-ieucind mai mari decat 3 mM.
Graficul Lineweaver-Burk reda devierea de la linearitate
a curbei obtinute in aceasta situafie.

Viteza este masurata fie prin urmarirea vitezei de disparitie a unui substrat, fie
(de preferat) prin viteza de formare a unui produs ( in practicd este mult mai precis si
se determine o cregtere a unei cantitdfi mici in mediul de reactie, decat sa se mésoare o
scidere micd a unei cantitifi mari). In urma realizirii unor astfel de masuritori se
obtine graficul concentrafiei de produs format in functie de timp numit si curbi
progresiva de reactie (figura 3.8).

conc. 4
Psau$S

(umol) 4

Timp (min.)
Fig. 3.8 Curba viteza-timp sau curba progresiva pentru o reactie enzimatici. Viteza
inifiald vo este determinata din panta tangentei trasata din originea curbei.
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Atribuirea unei reactii enzimatice a unui ordin clasic pentru reactii necatalizate
(ordinul 1 sau 2) este de obicer imposibild. De aceea prin viteza unei reactii
enzimatice se intelege intotdeauna viteza inifiald vo. Viteza inifiala, aga curn este ea
indicatd prin tehnicile obisnuite de masurare, se obtine numai atanci cind complexul
enzimi-substrat este format si concentratia lui este staionard. Numai atunci cénd a
fost atinsd concentrafia optimd a compiexului enzima-substrat (ES) viteza etapei
descompunerii complexului ES in enzimi si produsi este maximd. Etapa formérii
complexului ES poate fi misurati numai in cazul reactiilor foarte lente §i cu
instrumente foarte sensibile.

Pentru ca determindrile enzimatice si fie valabile ele trebuie in condifiile
vitezei initiale, infelegdnd prin aceasta ci viteza trebuie misurati pe domeniul de
liniaritate al curbei progresive, curba concentratiilor de substrat transformat sau
produs format in timp, deoarece dupa echilibru curba se aplatizeaza (figura 3.8).

Masurand viteza inifiald,v,, reactia se studiazd in conditille in care se
aproximeazi ireversibilitatea, se elimind erorile introduse de reacfia inversd, cele
introduse prin denaturarea enzimmei, inhibifia prin produsul de reactic §i erorile
introduse prin scdderea concentratiei de substrat sub nivelul necesar pentru a mentine
enzima 1n forma complexului enzima-substrat de-a lungul stirii stationare.

Vitezele initiale v sunt masurate ca tangente la originea curbelor progresive la
t=0 (figura 3.8) ele fiind exprimate in unititi de pmol produs format / minut.

. Dupd cum s-a mentionat, in cadrul unei determinari enzimatice trebuie
demonstrat ca viteza inifiala este proporgionald cu cantitatea de enzima adaugati
(lucru valabil cel putin in primele momente ale reactiei). Teoretic, trebuie observata o
crestere a vitezel pentru fiecare crestere in concentratia de enzima péana la infinit.
Deviatiile de la linearitate cu concentratia de enziméi pot fi datorate limitanler din
conditiile experimentale sau prezentei inhibitorilor (figura 3.9). Uneori, se observa o
deviere de la linearitate la concentrafii mari de enzima. Aceasta nu indicd o sciddere
reald a activitatit enzimeli, ci reprezintd o limitare in tehnica de mésurare. Inhibiterii
pot fi indepartati prin purificarea enzimei. Limitdrile datorate condifiilor de
determinare (figura 3.9, curba B) sunt eliminate prin cresterea concentratiei
substratului limitativ astfel Tncét v, sd@ devind din nou direct proportionald cu [Eg).

v h

A

s /

[enzima]”

Fig. 3.9 Efectul concentratiei de enzima asupra vitezei initiale. Curba A redi o
reactie care se comporta normal: curba B este aceea a unei reactii care are
insuficient substrat pentru a satura enzima la concentratii mari ale acesteia E;
curba C reda tipul de curba obtinuti daci in solutia substratului existi un
inhibitor pentru care enzima prezintd o afinitate mare; curba D redi tipul de
curbd obtinuta daci in solutia enzimatica exista o substanti inhibitoare [4].
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Deci, dintr-o misuritoare a vitezei initiale gi un grafic de calibrare a vitezei in
functie de concentrajia de enzimd se poate calcula usor concentratia catalizatorului
biochimic ( a enzimei). Aceastd proportionalitate formeazi baza metodelor folosite in
determinarea concentratiei de enzimd in proba necunoscuti. Pentru majoritatea
reactiilor enzimatice, cel pufin in primele etape ale acesteia viteza de reactie este
proportionalad cu concentrafia de enzima (figura 3.10).

Acid eliberat, 4 mol/min.

2]

184 L
151 /

124 M
9 <+
61

3]
/

0 0.2 04 06 68 18

concentrafie enzimé, mi

Fig. 3.10 Hidroliza laptelui gras (L) si a uleiului de masline (M) functie
de concentratia de enzimi (lipazi purificata din lapte).

Daci reactia enzimaticd este lasatd si decurga in timp, viteza ei scade. Acest
lucru este prezentat in curba din figura 3.11, care reda grafic transformarea enzimatica
progresivi a substratului in timp. In general, curbele progresive sunt liniare daci in
timpul reactiei enzimatice nu a fost transformat mai mult de 10 — 20 % din substrat.

Sciderea ulterioard a vitezei reaciei enzimatice se datoreaza mai multor cauze.
hidroliza (%)
A

100 4 e
80 /

60 +
40
20 4

L

0 : : + : >
i0 20 30 40 timp de reactie in ore
Fig. 3.11 Hidroliza progresiva uleiului de misline cu lipaza fungica functie de timp.

S-a observat cd, in cazul unor enzime se obfin curbe nelineare ale vitezei
functie de concentratia acesteia, de obicei prezentind o aplatizare spre axa orizontala.
Un exemplu in acest sens il reprezinti proteazele care acfioneaza asupra proteinelor
conform ecuatiei lui Schultz, vo = k [E]"2. Un numir de preparate proteazice care
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actioneazi asupra hemoglobinei, urmeaza ecuafia: vo =k [E]*?, care a fost utilizat3 in
determindrile activititii proteolitice. Roy a demonstrat faptul ca v1teza reactiel
catalizate de arilsulfataza A, urimeazi o ecuatie de forma: vo = k [E}*?, argumenténd
aceasta din punct de vedere teoretic ca un rezultat al dimerizérii enzimei [8].

In toate aceste cazuri, deviatia de la linearitate este datd, probabil, de prezenta
activatorilor sau inhibitorilor din preparatul enzimatic.

In cazul curbelor progresive de reactie neliniare intervalele la care se
efectueazi misuritorile trebuie si fie mici (mdsurdtori efectuate imediat dupd
inceperea reactiei §i apoi extrapolate la t = 0), deoarece in aceste cazuri se objin
valoari aproximative ale vitezelor inifiale, dar utile in cadrul determindrilor de rutina.

Gradul de avansare al unei reactii enzimatice poate fi urmarit prin metode
chimice §i instrumentale (fizico-chimice), studiindu-se modificarea in timp fie a
concentratiei substratului (a reactantului), fie a unuia dintre produsti de reactie.

Procedeele analitice folosite in obtinerea rezultatelor cinetice sunt fie continue,
fie discontinue.

Procedeele discontinue presupun luarea de probe din amestecul de raectic la
timpi diferiti si analizarea acestora. In scopul analizérii produsului sau a reactantului,
reactia din proba de analizat trebuie stopatd, in special dacd reacfia decurge cu o
viteza apreciabili. In cazul determinirilor de acest tip, reactia trebuie stopatd prin
inactivarea enzimei lucru care se realizeazd in diferite moduri §i anume: prin
adaugarea unei substante care fie reactloneaza cu unul din reactanji fie inhiba reactia,
prin scaderea temperaturii sub 4" C sau, daca reactia este dependenti de pH, prin
addugarea rapidi a unui acid sau a unei baze care modificd pH-ul. in cazul
determindrilor discontinue pot fi utilizate puncte experimentale individuale dacd
probele au fost luate din porfiunea liniard a curbei progresive. Aceastd portiune nu
depageste de obicei 5-10% din reactie.

Urmdrirea continud a reactiei poate fi realizatd prin intermediul metodelor
instrumentale de analiza. Prin intermediul acestora reactia poate fi studiatd urmarindu-
se transformarea substratului sau formarea produsilor de reactie, prin monitorizarea
directi a modificdrii unor parametrii fizico-chimici ai acestora sau, folosind o
secventd de reactie cuplati. in general este de dorit ca reactia enzimatica fie urmarita
intr-un mod continuy, fard a lua probe din amestecul de reactie la diferifi timpi, care
urmeaza a fi analizate, dar unele reactii nu au proprietdti care s permitd o urmdrire
continua a lor.

Spre deosebire de determindrile de substrat, determinarea activitatii enzimatice
se efectueazd la o concentratie optimd de substrat §i dacd este necesar solutia
enzimatica se dilueaza. Reactia enzimatica trebuie si decurgi lent (cu citeva exceptii)
astfel incét la sfarsitul masurdtorii numai o mica parte din substrat sa fie transformata.

3.5.1.2 Reactii enzimatice cuplate (Determindri cinetice cuplate)

Uneori, este necesard folosirea procedeelor de determinare cuplate, in care
produsul primei reactii (reacfia de studiat) devine substrat pentru o doua reactie
enzimatica (denumita reactie indicator) care este analizatid mult mai ugor. Acest tip de
reactii sunt utilizate i in situatiile in care echilibrul reactiei de studiat (determinat)
este nefavorabil. Rolul reactiei indicatoare in determinarea activitifii enzimatice este
acela de a indica cantitatea de produs de reactie (in exemplul de mai jos malatul)
format in timp. Acest lucru este posibil numai daci oxaloacetatul este redus extrem de
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rapid de citre NADH. Viteza reactici catalizate enzimatic poate fi urmaritd prin
intermediul scaderii absorbantei la 340 nm datorati oxidarii NADH-ului.

Reactie generali: 4————  reactie indicatoare
enzimd cu activitale B + NADH + I‘F enzima C+N AD+
A necunoscutl ﬂ indicatoare I

Exemplu: enzima aspartat aminotransferaza (EC 2.6.1.1) conduce la formarea
oxaloacetatului care poaie fi transformat in acid malic prin intermediul enzimei malat
LA

dehidrogenazi {EC 1.1.1.37) simultan cu transformarea NADH-ului in NAD" reactie
care poate ii studiatd spectrometric 1a 340 nm.

aspartat + oxoglutarat Bspariat aminotransferaza . glutamat + oxaloacetat

oxaolacetat + NADH + H* malat dehydrogenaza malat + NAD*

In acest exemplu malat dehidrogenaza este enzima indicatoare. Amestecul de
reactie in conditiile determindrilor cuplate include subsiratele primei reactil
enzimatice (reactic de testat) enzimele aditionale precum §i reactivii necesar
transformirii produsului primei reactii intr-un produs final detectabil.

- Conditiile necesare realizarii unor determindri enzimatice avénd la baza reactii
cuplate presupun ca prima reacfic enzimaticd sd fie de ordinul zero in raport cu
substratul si ireversibild, in timp ce reactia indicatoare trebuie s@ fie de ordinul 1 in
raport cu produsul primei reactii §i ireversibila.

in astfel de determiniri este necesar ca enzima indicatoare si fie adaugati in
exces ceea ce de altfel reprezinti §i un inconvenient al metodei (conduce la un
consum mare de enzimd gi implicit la un pret de cost ridicat/determinare).Viteza
maxima pentru cea de a doua reactie trebuie si fie de cel putin zece cori mai mare ca
cea a primet reactil. In conditiile determinérilor cuplate este necesar ca ambele enzime
sd funcfioneze aproape de optimul lor sau ca determinarea si fie realizatd in doud
etape.

Muite determindri au la bazd reafii multi-enzimatice cum este §i cazul
determindrii creatin-kinazei (EC 2.7.3.2), care implicd hexokinaza (EC 2.7.1.1) ca

enzimd auxiliard §i glucozo-6-fosfat dehidrogenaza (EC 1. 1.1.49) drept enzimd
indicatoare:

creatin- phosfat + ADP _ creatinkinaza . creatind + ATP
hexokinaza

ATP + glucozi  ——» ADP + glucoz-6-fosfat

glucoz-6-fosfat
dehydrogenaza

glucoz-6-fosfat + NADP* » 6-fosfogluconat + NADPH

Curba tipicd de reactie obtinutd in cazul determinirilor directe prezentind o
vitezd maximd, se modifica de obicei in cazul determindrilor cuplate in care poate
apirea o perioadd initiald de “lag”, perioadd in care concentratia produgilor de
legaturd tinde spre o stare stationard, viteza maxima fiind determinati in acest caz din
curba avind panta cea mai mare (figura 3.12). In cadrul unor astfel de determiniri este
dificil de determinat pH-ul optim al reactei enzmiatice cuplate datoritd prezentei mai
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multor enzime. De obicei se determini in mod separat pH-ul optim precum si efectul
diferitelor tampoane, a activatorilor gi inhibitorilor asupra enzimei test §1 indigatoarc,
informatia obfinutd fiind utilizatd in cadrul protocolului general de determinare a
activitafii enzimei test. Selectarea pH-ului optim al protocolului nu este usor de
realizat datoriti diferentelor in pH-ul optim de actiune al fiecirei enzime implicate in
proces. In general, pentru obtinerea unei sensibiliti{i maxime, se rgcomandﬁ utilizq:ea
pH-ului optim al enzimei test, scidderea proporiional a activntﬁ;}l ceiorlalte enzime
putind fi determinata din curbele pH-activitatte corespunzatoare §i compensata printr-
un adaos suplimentar de enzima in amestecul de reactie.

. - = " ,‘.' i
N .
E ....h.‘ _‘-\ S ST }-.!dym
(=4
: X
SA N
g
£
2
=]
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Proba Subsztratul
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Fig. 3.12 Curba tipicd de reactie pentru determinarile enzimatice cuplate.
in cadrul unor astfe!l de determiniri reactia indicatoare va prezenta
de cele mai multe ori medificari vizibile in urma adauggrii probei
dar si inaintea addugarii substratului specific pentru reacfia test.
Aceasti reactie blank se poate datora prezentei in proba a
substratelor endogene i viteza ei (B) trebuie masurati pentru a se
putea calcula activitatea enzimei de testat (T-B) din viteza de reactie
totald (T) care rezultd in urma adiugarii substratului.

Deoarece viteza initiald este dependentd de temperaturd, determinarea trebuie
efectuatd in conditii controlate de temperaturd. Acizii slabi sau bazele slabe folosite ca
tampoane intr-o determinare enzimaticd trebuiesc testate pentru a fi siguri ci ele nu
inhibi enzima. in cadrul determindrilor enzimatice cuplate prezenta inhibitorilot
reprezintd o problemd, deoarece se poate intdmpla ca activatorul unei enzime si fie
totodata inhibitorul alteia.

Factorul limitativ de vitezd in cadrui unor astfel de determiniri trebuie si fie
concentrafia produsului primei rectii $i a produgilor reactiilor ulterioare, toti ceilalti
reactivi fiind in exces. In conditii optime, viteza reactiei indicatoare trebuie si fie
egald cu viteza formdrii produsului iniial al primei reactii enzimatice (reactie test).
Viteza reactiel indicatoare este definitd prin ecuatia Michaelis-Menten:

Viteza reactiei test = viteza reactiei indicator= Y X [ 7 ]

K, + [P ]

unde [P] reprezintd concentratia produsului reaciiei test.
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In conditii normale concentrajia produsului este foarte mica §i aproximativ
constantd datoritd stabilirii unei stiri stationare intre formarea §i consumarea acestuia
in reactia indicatoare. Deci:

viteza = .V_n_m._.[ﬂ_]
K m

Pentru ca reactia indicatoare si decurgi in mod paralel (simultan) cu reafia
test, raportul Vna/Km pentru enzima indicatoare trebuie s fie mult mai mare decat
raportul similar pentru enzima test. Valoarea vitezei maxime (Vi) cste singura
variabild din ecuatie si este determinati de cantitatea de enzimd prezentd, exprimatd
de obicei in unititi/volumul amestecului de rectie.

Dupi ce au fost stabilite conditiile optime de determinare se poate scrie un
protocol al medului de desfagurare al reactiilor implicate; acest protocol confine
concentratiile gi volumele tuturor reactivilor folosifi precum §i ordinea in care acestia
sunt adiugati. In general, reactiile incep prin adiugarea fie a enzimei, fie a
substratului la amestecurile de determinat care au atins temperatura optima de reactie.
Este preferabild prepararea aga numitor “amestecuri cocktail” pentru determinarea
enzimei. Aceste amestecuri confin tofi reactivii stabili, care pot fi amestecati §i
pastrati impreuni. Aceste amestecuri fac ca in teate determindrile sa se utilizeze exact
aceeasi concentratie, elimindndu-se astfel o seie de erori (cum sunt cele de pipetare).
Trebuie ca, prin procedeul si tehnicile utilizate n cadrul unei determinari enzimatice
s se elimine posibilitatea denaturarii enzimei.

3.5.1.3 Unitati enzimatice

Analiza activité{ii unei enzime se numesie dererminare. Rezultatele obtinute
prin determindri enzimatice nu sunt in termeni de greutate ale enzimei, ci in unitati ale
activitafii catalitice.

Spre deoscbire de reactivii analitici organici §i anorganici care au o puritate
cuprinsd intre 90-100%, puritatea majoritdtii enzimelor vanaza, ele neputind si fie
obtinute intr-o stare de puritate analitici. De aceea, in cazul enzimelor este esentiald
definirea unei unitd{i arbitrare prin care si se poatd exprima cantitativ activitatea i
puritatea acesteia. Pentru descrierea experienfelor de cineticd enzimatica §i a activititii
enzimelor sunt utilizate definitii i unitati standard.

Enzima trebuie determinati calitativ prin reacfia pe care o catalizeazi i
cantitativ prin viteza reactiei respective.

Unititi arbitrare

Conceniratia enzimei este de obicei exprimati prin unitti enzimatice. Unitatea
enzimaticd este legatd intr-un mod arbitrar de viteza reactiei catalizate de enzimi. De
exemplu, unitatea pentru lipaza fungica poate fi definiti ca fiind “cantitatea de enzima
care va produce acizi gragi echivalenti cu 1 ml solutie de KOH 0,05 n, in condi;ii
experimentale date’ (substratul este uleiul de masline 15%, timp de reacjie 150 min.,
pH—S 6, temperatura 30° C). Definitia este arbitrard deoarece conditiile de lucru pot
varia sau diferi (normalitati, timpi de reactie, temperatura). in majoritatea cazurilor un
autor alege o definifie pe care a gisit-o adecvata studiului siu particular si care poate
varia mult fata de cea a altor autori.

La ora actuald, existd o varietate de definitii ale unitatilor enzimatice deoarece
existd o multitudine de metode pentru determinarea enzimelor individuale. Acest fapt
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este generat de necesitatea ca definifia unititilor enzimatice sa fie bazatd pe condifiiie
experimentale care sd reflecte folosirea practica a enzimei. De exemplu unitatile unei
amilaze pot fi definite in funcfie procesul in care aceasta este folositd; acestea se vor
definii tp termenii zaharurilor reducitoare formate sau al vascozitifii pastelor de
amidon atunci cénd enzima eate folositd in producerea siropului de fructe, sau
respectiv la solubilizarea amidonului.

Unititi oficiale

Din nefericire au fost propuse multe unitdti diferite pentru aceeagi enzima
determipati prin metode diferite. Pentru a inldtura confuziile care pot apérea, au fost
facute diferite incercari pentru standardizarea unitatilor enzimatice.

in vara anului 1959, Comisia de Enzime a Uniunii de Biochimie §i a Comisiei
de Chimie Clinicd, a Uniunii Internationale de Chimie Purd 51 Aplicatd 4 acceptat
adoptarea unei unitati internationale [9]. Acestd unitate este definitd ca reprezentind
acea cantitate de enzima care duce la transformarea 1 pmol de substrat /min 125°C sau
30°C la concentratie de substrat, tirie ionici a tamponului §i pH optime. Includerea
concentratiei de substrat in definitie este esentiald pentru cazul enzimelor care
experiimental nu pot fi saturate cu substrat (ex. catalaza).

La propunerea Comisiei de Enzime a Uniunii Internationale de Biochimie in
anul 1961 — o unitate a activititii enzimatice a fost definitd ca fiind cantitatea de
enzimi care catalizeaza transformarea 1 pmol de substrat /min in condifii definite.

Daci substratul este un polimer, ca de exemplu o proteind sau pectind, atunci
in locul “! pmol de substrat “ trebuie utilizat “1 | echivalent al grupei implicate”.
Aceasta inseamna ci, in cazul proteinelor unitatea enzimatica a proteazelior se va baza
pe echivalenti de grupari carboxil libere {sau amino libere) formate per minut.

Trebuie realizat faptul c@ unitatea enzimaticd, nu poate fi definita astfel atunci
cand determinarea enzimei este bazatd pe un test fizic, cum ar fi vascozittatea unei
paste de amidon sau pe determinarea proteinei reziduale care poate fi precipitatd cu
acid. In astfel de cazuri numirul de legituri hidrolizate in reactie rimén necunoscute.

Comisia de Nomenclaturd Biochimici a recomandat ca activitatea enzimatica
(AE.) sa fie raportatd in Katali; 1 katal reprezintd cantitatea de enzimd care
transformi 1 mol de substrat/sec (= 6 x 10’ pmol/min). Katalul, nu a fost inci adoptat
de enzimologi. In locul Katalului se mai foloseste pkatalul. Deci, toate valorile
vitezel de reacfie (vo) trebuie exprimate in pmoli de produs format (sau substrat
transformat) / min.

Prin intermediul Unitiilor Internationale preparatele enzimatice obginute din
surse diferite pot fi comparate din punctul de vedere al activitifii enzimatice.

Activitatea specifica a unui preparat enzimatic exprimati ca numarul de unitigi
enzimatice/mg proteind (enzimd) §i permite calcularea puritatii acestuia daci se
cunoaste activitatea specificd a enzimei pure sau a unui preparat pur. De exemplu
activitatea specificd a unui preparat fungic de o-amilazad purd este de circa 5.000
unitdfi enzimatice/mg. Un preparat fungic de o-amilaza comerciald are aproximativ 5
unititi a-amilazice/mg, deci puritatea preparatului comercial va fi de 0,1 %.

Gradul purificarii unei enzime este dat de raportul raportul dintre activitatea
specificd a enzimet purificate si cea a preparatului enzimatic neprelucrat (brut).

Dacd se cunoagte greutatea molard a unei enzime, activitatea ei poate fi
exprimata ca activitate moleculard. Aceasta este definitd ca numir de unitati/pmol de
enzimd, la o concentratie optima de substrat, ceca ce reprezinti numirul de molecule
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de substrat transformate/minut/moleculd de enzimé sau pmoli de substrat transformat
in produs/umol enzimd/minut. Activitatea molard (sau moleculard) mai poate fi
definitd ca numir de katali/mol de enzimi. Aceasta expresie particulard a activitatii
enzimatice a fost denumiti deseori numar de turnover. In prezent se preferd termenul
de activitate molecularid, deoarece numirul de turnover a fost folosit in sensur
diferite. Activitatea moleculari este o caracteristici a enzimelor individuale §i nu
reflectd puritatea preparatului enzimatic.

Activitatea catalitici a unei enzime pure este exprimati deseori §i ca numdrul
ei de turnover sau constanta catalitici. Aceasti valoare cu dimensiunea min
reprezintd numdrul evenimentelor catalitice care apar/min., adicd numarul pmoli de
substrat transformat in produs/min./imol de enzima.

Activitatea centrului catalitic (care este tot o masura a activitafii enzimatice) se
defineste ca fiind numirul de molecule de substrat transformate in produsi/min./centru
catalitic al enzimei.

Determinarea activititii enzimelor prezintd importan{a in controlul proceselor
de biosintezid a enzimelor, in procesele de izolare §i purificare a acestora, sn
constructia biosensorilor precum si in determinarea cantititii corecta de enzimd care
trebuie adaugata Intr-un produs comercial.

3.6. DETERMINAREA SUBSTRATELOR

Enzimele, datoritd specificititii lor prezintd importantd in determindrile
analitice ale unor compusi chimici de importan{d chimicd, biochimici, clinica,
medicald, alimentara §i al unor poluanti. In prezent existd un numar mare de enzime
comerciale, de diferite grade de puritate la un cost de pret rezonabil (findnd cont §i de
faptul ca in determindrile enzimatice se folosesc cantitdfi mici de enzima).

Concentrafiz unui reactant care pariicipd intr-o reactie enzimatica poate fi
calculatd in doua moduri:

. prin masurarea modificarii totale care rezultd, care se poate reliza
printr-o analizd chimic3, fizicd ssu enzimaticd a produsului sau a
reactantului nereactionat, sau

¢ din viteza reactiei enzimatice care depinde de concentratia substratului
coenzimeli, activatorului sau inhibitorului.

La o concentratie fixd de enzima, viteza initiald a unei reactii enzimatice creste
odatd cu cregterea concentratiei de substrat pdnd cind se atinge un exces care nu
limiteaza viteza, dar dupad care, la addugarea incontinuare de substrat nu mai conduce
la cregterea vizibild a vitezei. Regiunea in care se cbtine linearitatea dintre viteza de
reactie §i concentrafia de substrat §i in care o determinare analitici a concentratiei de

substrat bazatd pe viteza de reactie poate fi efectuati, se afld la valori mai mici deét
0,2 Knn.

3.6.1. METODA MODIFICARII TOTALE SAU A ECHILIBRULUL

In cadrul acestei metode se folosesc cantitdti mari de enzima §i cantitdfi mici
de substrat pentru a asigura o reactie relativ rapida. Reactia este 13sati si decurgi total
§i cantitatea de substrat din proba poate fi calculati din cantitatea de produs format.
Spre sfarsitul reactiei concentratia de substrat va fi foarte mica si timpul necesar
atingerii echilibrului va fi relativ mare. Raportul Vya./Kp, este util in determinarea
concentratiei de enzima necesard, in acest sens fiind recomandate valori ale raportultui
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egale cu 1; in aceste condifii timpu!l de reactie este putin mai mare decat 3 minute
prequpunmd concentratia de substrat utilizatd ca fiind mai micd decét valoarea Kr, ,
timp in care se obtine o transformare de aproximativ 99% a substratului. Produsul de
reactie trebuie si fie intr-un mod oarecare chimic sau fizic diferit de substratul de
determinat; de exemplu etanolul poate fi determinat printr-o reactie enzimatica
catalizatd de alcool-dehidrogenaza:

etanol +NAD*— 2y acetaidehidz + NADH + H'

dehidrogenaza

Reactia poate fi urmiritd spectrometric prin masurarea cresterii concentratiei
formet reduse a NAD-ului §i anume NADH, care prezintd o absorbijie puternica la 340
nm, domenju in care NAD" nu absoarbe. Cantitatea totali de NADH rezultatd
reprezintd deci o masurd a cantitégii initiale de etanol prezentd in proba.

Existd putine reactii care decurg spre echilibru iar relativ la cantitatca de
enzima folositd aceasta nu influenfeazi pozitia acestuia. In cadrul determindrilor
cantitative directe este important ca reactia sd decurgd aproape total lucru care se
poate realiza pe diverse cai. Pozitia de echilibru poate fi modificatad prin modificarea
pH-uiui la o valoare cdt mai depirtati de valoareca pH-ului optim al enzimei. De
exemplu, pozifia echilibrului pentru reactia catalizatd de lactat dehidrogenaza in care
are loc transformarea piruvatului in lactat este mult deplasatd spre formarea
piruvatului }a pH = 7,6 1 spre lactat la pH = 9,0.

Deasemenea, poate fi folosita si o reactie cuplaté care s@ indice cantitatca de
substrat transformatd in produs. Un exemplu in acest sens il constituie determinarea
glucozei, prin utilizarea glucoz-oxidazei, din reactie rezultind H,O,. Gradu! de
avansare al reactiel poate fi determinat urmarindu-se sciderea concentratiei de oxigen
din mediu folosind un sensor pentru oxigen sau, mult mai usor cu ajutorul unei reactii
cuplate cu prima (reacfie indicatoare) care conduce la formarea unui produs de reactie
colorat dintr-un compus necolorat (ex. o-dianisidina).

Reactie enzimatica:

Glucoza + H,0 + O, —222 5 Acid gluconic + HyO,
Reactie indicatoare

H,0, + compus necolorat —*22— H;0 + compus colorat

Intensitatea totald a culorii compusului rezultat este o misurd a concentratiei
de glucozi prezenta.

In cadrul reactiilor implicAind doud sau trei substrate folosirea unor
concentratii mari pentru cel de al doilea sau al treilea substrat deplaseazi echilibrul
reactiel de testat spre formarea produsului iar utilizarez unei a doua reactii care
conduce la regenerarea unuia dintre substratele initiale din produtii rezultati conduce
deasemenea la transformarea substratului de determinat (testat).Determinarea
glutamatului, de exemplu, poate fi realizati prin intermediul unei reactii catalizate de
glutamat dehidrogenaza, reactie in urma careia se formeazi oxoglutaratul; reactia
poate decurge aproape total prin utilizarea unei a doua enzime si anume lactat
dehidrogenaza care coduce la regenerarea NAD" utilizat in cadrul reactiei test (figura

3.13). Cantitatea de oxogluiatra formati poate fi determinati §i pe aceasti bazi poate
fi calculata in mod indirect cantitatea initiald de glutamat.
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Metoda echilibrului se poate apica si in cazul sistemelor enzimatice cuplate in
cadrul carora produsul reactiei test genereazd substrate pentru reactiile auxiliare §i
indicatoare.

n+ glutamat dehidrogenaza NADH + oxoglutara
glutamat + NAD+ g
K lactat dehidrogenaza
f—

lactat + NAD+ NADH 4+ piruvat

Fig. 3.13 Reformarea NAD" in reactia de determinare a L-glutamatului

Alegerea pH-ului este mai putin criticd decét in cazul determindrii enzimeleor,
in general fiind utilizati o valoare de pH de compromis, fiind folositad totodatd o
cantitate in exces de enzima pentru a compensa pierderea din activitate. Deasemenea,
reactia poate decurge total in doud etape de reactie, modificdnd pH-ul pentru fiecare
etapd in parte. De exemplu, determinarea cantitativa a sucrozei folosind invertaza (EC
3.2.1.26) si glucoz-oxidaza (EC1.1.3.4), poate fi realizatd permitand
fructofuranczidazei sd actioneze la un pH=4,6 iar dupd o anumitd perioada de timp
modificdnd pH-ul a 7,5 pentru ca cea de a doua etapa de reactie sa decurga total:

p-D-fructofuranozidaza

sucroza —» glucoza + fructoza pH 4.6
glucoz-oxidaza

glucozd ~ —®  acid gluconic + Hy0, pH 7.5

H,0, + cromogen ~ —Eddi o 5rodus colorat pH 8.0

Cicluri enzimatice

Substratele existente in concentrajii foarte mici pot fi determinate prin
reformarea substratului de determinat (test) pe o perioadd apreciabild si definitd de
timp, masurdndu-se cantitatea de produs format. De exemplu, coenzima NADPH,
poate fi determinatd folosind doud enzime: glutamat dehdrogenaza (EC 1.4.1.3) si
glucoz-6-fosfat dehidrogenaza (EC 1.1.1.49):

NADPH + oxoglutarat + NH; = NADP* + L-glutamat

NADP" + glucoz-6-fosfat = NADPH + 6-fosfogluconat

Amestecul de reactie confine oxoglutaratul, amoniacul, glucozo-6-fosfatul si
cele doud enzime. Reactia se inifiazd prin addugarea substratului de determinat
(NADPH) si ldsatd sa decurga o perioadd definitd de timp. Reactia se stopeazi prin
inactivarea enzimelor iar cantitatea de 6-fosfogluconat acumulati se determini printr-
o metodd adecvata fiind ulterior corelati cu cantitatea initiald de NADPH existenti in
probi. in acest caz produsul poate fi determinat folosind glucozo-6-fosfat
dehidrogenaza §i urmirindu-se oxidarea NADPH-ului aflat exces. Astfel de metode
necesita o calibrare folosind cantitati cunoscute de substrat de testat.
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3.6.2. METODA CINETICA

In metoda cinetici viteza initialid a reactiei, vo, este misurati printr-unul din
modurile conventionale, prin urmdrirea fie a disparifiei substratului, fie a obtinerii
produsului. Viteza este funcfie de concentrafia de substrat (S), enzima (E}, inhibitor
(I) st activator (A). De exemplu, concentratia de glucozd poate fi deterrmnata
masurand viteza inifiald a producerii colorantului din exemplul de mai sus.

Deoarece enzima este un catalizator ea afectidnd deci viteza de reactie §1 nu
echilibrui unei reactil, activitatea ei trebuie determinati printr-o metodad cinetica (sau
de vitezd) sau printr-o titrare directd a centrului activ. Deasemenea, activatorii sau
inhibitorii care afecteaza capacitatea cataliticd a enzimelor pot fi masurati numai pnn
metode cinetice. Substratele pot fi determinate fie prin metoda echilibrului fie prin
metoda cineticd; precizia ambelor metode este comparabila.

Metoda cinetici de determinare a substratelor este asemandtoare cu cea a
determinarii enzimelor, dar este mai pufin utilizatd datonitd dificultdfii masurarii
vitezei de disparitie a substratului la concentrtii maici ale acestuta.

Determindrile cinetice au fost utilizate §i in cadrul sistemelor cuplate in care
concentratia de substrat este mentinutd constantd printr-un proces de reciclare. In
astfe!l de cazun viteza reacfiei indicatoare va rimane deasemenea constanta si poaie fi
corelatd cu conceniraia inifiald de substrat. Cantiti{i mici de NAD" pot fi determinate
prin cupiarea reducerii acestuia la NADH cu reducerea simultand a citocromului c,
proces care poate fi urmirit la o lungime de unda de 550 nm (figura 3.14).

alcool-dehidrogenaza

NAD* + etanol p»  acetaldehidd + NADH

.

——

citocrom c-reductaza 4
NAD" + citocrom c** ¢ citocrom ¢** + NADH

Fig. 3.14 Determinarea cineticd a NAD". Viteza de crestere a absorbantei la
550 nm datorata reducerii citocromului ¢ poate fi corelata cu concentratia
NAD" corespunzitoare stirii stationare.

Amestecul de reactie confine etanol §i citocrom ¢, impreuni cu enzimele
alcool dehidrogenaza (EC 1.1.1. 1) si citocrom ¢ reductaza (EC 1.6.99.3). Odati cu
initierea reactiei prin addugare de NAD", apare o stare stajionard in care viteza de
reducere a citocromului ¢ poate fi corelat cu concentratia de NAD™,

Viteza reaciei este influengatd de conditiile de pH, temperaturi si tirie ionici
§t pentru a obtine rezultate reproductibile, tofi acesti factori trebuiesc controlati in
mod riguros. Guilbault si Pardue au aritat cd lucrdnd cu precaufie se pot obfine
rezultate cu o precizie mai mare de 1% . Mai mult, prin metodele de vitezi pot fi
predntdmpinate unele dificultdfi relative la reactiile secundare si in multe cazuri pot fi
oblinute sensibilitafi mari [8].

Existd diferite metode posibile pentru a calcula viteza unei reactii enzimatice
si anume: metoda pantei inifiale, metoda concentrafiei fixe sau a timpului variabil si
metoda timpului fix. Toate cele trei metode pot fi automatizate. Aceste metode nu vor
fi tratate in acest capitol.
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4. APLICATIILE BIOANALITICE ALE REACTIHILOR
ENZIMATICE BAZATE PE INHIBITORI

Un numir mare de poluanfi atmosferici sunt reprezentati printr-o serie de compusi care
actioneazi ca inhibitori ai enzimelor §i pe aceasti bazd au fost realizate o serie de metode de
determinare a unor astfel de compugi. Poluantii sunt rispandifi in apd, aer §i sol, ei regdsindu-se in
deseurile rezultate din procese industriale, agricole si casnice. Dintre poluantii cu efect ir}hibitor
asupra enzimelor pesticidele §i metalele grele au cea mai mare raspandire, acesti compusi avand
efecte toxice asupra organismului uman influentdnd totodati si functionarea ecosistemului. O parte
din acesti inhibitori §i enzimele asupra cdrora actioneaza sunt redate in tabelul 4.1.

Tab. 4.1 G

Inhibitor Enzima
! Pesticide: )
Insecticide: Colinesteraza, alcalin fosfataza, fosfataza acida, acilaza, lipaza, |
(organofosforice | chimotripsina
si carbamate)
Erbicide Tirozinaza, acetolactat sintetaza, peroxidaza
(sulfoniluree,
triazaine)
Fungicide Aldehid dehidrogenaza, tirozinaza
(ditiocarbamate)
8| Metale grele:
Beriliu Alcalin fosfataza
Cadmiu Colinesteraza, G-3-PDH, L-LDH, LAP
Crom L-LDH, G-6-PDH, colinesteraza, piruvat kinaza, hexokinaza
Cobalt Ureaza
Cupru L-LDH, ureaza, GOD, colinesteraza, fosfataza acida
Plumb Fosfataza aicalina, L-LDH
Mercur Ureaza, GOD, colinesteraza, fosfataza acidd, piruvat cxidaza, L- |
ILDH, invertaza, L-glicerofosfat oxidaza ‘.
Argint L-LDH, GOD, ureaza _
Zinc L-LDH ‘_l

G-3-PDH: glicerol-3-fosfat dehidrogenaza; L.-LDH: L-lactat dhidrogenaza; GOD: glucoz oxidaza;
LAP: leucin aminopeptidaza; G-6-PDH: glucozo-6-dehidrogenaza;

Una dintre cele mai studiate enzime este colinesteraza care este inhibati de insecticidele
organofosforice i carbamate precum si de o serie de metale grele. Metodele spectrometrice sunt cel
mai adesea folosite in determinarea inhibitorilor. Aceste metode folosesc enzima in solutie, astfel
incat biocatalizatorul nu poate fi refolosit ceeace conduce la o crestere a pretului de analiza.
Tehnicile bazate pe biosensori prezintd avantajul ci folosesc enzima imobilizatd permitind astfel
folosirea repetitiva a enzimei.

Inhibarea anumitor reactii de citre o serie de substanfe care pot fi produsi ai reactiilor
respective sau, a unor reacii ulterioare reprezinti baza mecanismului de control a metabolismului
celular, in timp ce inhibarea selectivi a enzimelor formeazi baza pentru o serie de procese
chemoterapeutice sau farmacodinamice.

Definitd in termeni biochimici de citre Peters, inibifia unei enzime presupune sciderea
vitezei reactiei catalizate de aceasta. Clasificarea reactiilor de inhibitic enzimatic are la bazi
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interactia dintre inhibitori cu principalele componente ale sistemului enzimatic §i anume cu:
enzima, substratul, coenzima, activatorul, complexul enzimatic §i cu alte componente din sistem.
Cu toate cd unii inhibitori actioneazi asupra substratelor sau cofactoriior discutia se va restringe
numai la acei inhibitori care se combind direct cu enzima. R

In prima parte a acestui capitol se va trata inhibitia enzimelor in solutie. In acest scop se vor
prezenta o serie de aspecte teoretice iegate de inhibitie, urmate de ecuatiile cinetice ale reactiilor de
inhibitie din solutie precum gi de metodele cinetice de determinare a inhibitorilor enzimelor solubile
si imobilizate.

4.1. INHIBITIA N SOLUTIE

Inhibitorii enzimatici sunt substante care determind scdderea vitezei unei reactii catalizate
enzimatic, efectul lor fiind tranzitoriu sau permanent; in functie dc modul lor de actiune chimica
inhibitorii sunt impdrti{i in doud grupe: inhibitori reversibili si ireversibili. Principalele caracteristici
ale diferitelor tipuri de inhibitie sunt redate in tabelu! 4.2.

Tab. 4.2 Caracteristicile principale ale inhibitiei reversibile i evesibile

Treversibili

Bl Reactii

_ Ki ; ki
Exl == E E+] —= [E]]—» ET
§| Parametrii inhibitiei constanta de disociere (echilibru) | Constanta de vitez& bimoleculara |
. K ‘
Ecuatii Vo = V'max [S]/(K'w + [S] In (vo/vo) =k; [T t

(ecuatia Michaelis — Menten) (ecuatia Aldridge)

-competitiva:
K'n = Km (1+[I)/K)
V'max = Vinax
-noncompetitiva:
Kn=Kn
V'inax= Vimae /(1 + [1/Kj)
- Necompetitiva:
K'm = K /(1+1)/K)
V'max= Viax /(1 + [IVK)
8l Modul de legare al inhibitorului Necovalent (ionic, Van der Walls) | Covalent
Modificiri ale moleculei de - +
inhibitor dupa disociere (hidroliza, oxidare)
Necesitatea preincubarii - +
|| Reactivare Rapida, prin procedee de Necesitd procedee de reactivare |
indepirtare a inhibitorului speciale
prin spilare

Inhibitorii reversibili, dupad cum sunt denumifi, se leagd de enzima intr-un mod reversibil,
aceasta recapatindu-gi activitatea enzimaticd dupa ce inhibitorul este Inldturat prin dializd sau
simpla dilutie a probei. Inhibitorii reversibili determiné o inhibitie progresiva, formand rapid un
sistem de echilibru cu enzima, rezultind un grad bine definit de inhibitie care este functie de
concentratia de enzima, de concentratia de substrat i de concentratia de inhibitor si care rimane
constant pe toatd perioada vitezei inifiale in care se efectueazi misuritorile.

in cazul inhibitiei ireversibile, enzima nu-gi mai recapata activitatea catalitica, inhibitorii
neputdnd fi indepartati de pe suprafata enzimei prin dializi. Un inhibitor ireversibil poate fi
indepartat de pe suprafata enzimei, prin introducerea unui alt component in amestecul de reactie,
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dar aceasta nu afecteazi clasificarea initiala. Inhibitorii ireversibili determind o inhibifie progresiva
care depinde de cregterea concentratiei de inhibitor, ea devenind totald la o concentratie suficient de
mare de inhibitor pentru a se combina cu intreaga cantitate de enzima prezentd. Spre deosebire de
inhibitorii reversibili, gradul de inhibijie se poate modifica (creste) pe perioada vitezei iniiale in
care se efectueazi masurétorile.

Trebuie specificat faptul ca substratui trebuie si fie prezent in toate cazurile de determinare
enzimatica a inhibitorilor. In cele mai multe cazuri, cantitatea de substrat utilizata este suficient de
mare astfel incat viteza reacjiei neinhibate poate fi considerati ca fiind nemodificata si folositd
drept punct de referintd. Printre parametrii care influentiaza procesul de inhib.i?ie, }lnul dint.re ce%
mai importanti este pH-ul, care trebuie selectat corespunzitor deoarece interactia dintre enzima si
inhibitor este pH-dependenta.

In capitolul de fatd discutia relativd la inhibifie se va restrdnge la reactiile enzimatice
implicind un un singur substrat §i care se supune cineticii Michaelis-Menten.

4.1.1 INHIBITIA REVERSIBILA

Inhibitia competitivd se caracterizeazi printr-un echilibru intre enzimd gi inhibitor
caracterizat printr-o constantd de echilibru K; (constanta de disociere a complexului enzima-
inhibitor, K; = [E] [I}/ [El], unde [E] si [I] reprezintd concentratiile de enzimd §i respectiv de
inhibitor) care redd afinitatea enzimei pentru inhibitor. Reversibilitatea inhibitiei presupune faptul
cd nu este necesard o incubare prealabild a enzimei cu inhibitorul. Functie de comportarea
inhibitoruiui fatd de centrul activ al enzimei existd trei tipuri principale de inhibitie reversibila:
competitivd, necompetitiva §i non-competitivd. Odata cu aparitia procesului de inhibifie expresia
vitezei de reactie enzimaticd se modifica cu termenul (1 + [I}/K;) care afecteaza fie viteza maxima
Vhax) —inhibitia non-competitiva-, sau constanta de afinitate K, (inhibifia competitiva) sau ambii
parametrii (inhibi{ia necompetitivd) — a se vedea tabelul 4.2. Dupd cum se¢ va demosnstra in
continuare, considerdndu-se graficul Lineweaver-Burk, ficare tip de inhibifie poate fi determinata in

functie de modificdrile pantei Kn/Vmax, §i a intersectiilor cu axa 1/[S] (-1/Kp) s/sau cu axa 1/v
(1/Vmax)-

4.1.1.1 Inhibitia competitiva

Inhibifia competitivd este o inhibitie reversibila. In principiu, se consideri inhibitori
competitivi acei componenti care reaclioneaza reversibi! cu centrul activ al enzimei ale cérei reactii
le inhibd, concurdnd in mod egal pentru acesta cu substratul specific cu care adesea seamani ca
structurd; acestia se leagd de enzime dar nu sunt transformati in produsi de reactie. In aceasti
situafie se formeazi un complex inactiv, §i pentru ca reacfia enzimatici si decurgd la nivelul
centrului activ inhibitorul trebuie sd disocieze de la nivelul acestuia fiind inlocuit de moleculele de
substrat. Acest tip de inhibitie apare atunci cind inhibitorul si substratul se exclud reciproc astfel
inct legarea unui dintre acestia exclude posibilitatea legirii celuilalt. In literaturi exista modele
mult mai complexe relative la acest tip de inhibitie care nu sunt luate in discufie (figura 4.1). in
toate aceste cazuri, gradul de inhibifie scade odatd cu cresterea concentrafiei de substrat si deci
inhibifia este reversibild odatd cu cresterea concentratiei de substart. Datorita faptului ca formarea
complexului dintre enzima si inhibitor este o reactie reversibild inhibitorul poate fi indepirtat prin
cresterea concentratiei substratului specific.

Dupé cum s-a mentionat, inhibitorii competitivi au in general o structuri similard cu cea a
substratelor cu care intrd in competifie fafd de acelasi centru activ de legare al enzimei, ei blocind
astfel anumite grupdn reactive de pe suprafaja enzimei. Un exemplu in acest este reprezentat de
malonat carc este un inhibitor competitiv ai reaciei catalizate de succinat dehidrogenazi (figura
4.2). Malonatul prezintd doud grupe carboxilice, ca i substratul specific (succinatul) §i se poate
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lega de centrul activ al enzimei. Reactia ulterioard presupune formarea unei duble legituri si
deoarece malonatul spre deosebire de succinat are un singur atom de carbon intre cele doud grupan
carboxilice acesta nu poate reactiona. Alt exemplu clasic pentru inhibitorii reversibili il reprezinta
actiunea unor medicamente terapeutice (antibiotice) din clasa sulfamidelor care prezinta similaritati
structurale cu substratul natural acidul p-aminobenzoic (figura 4.3).

Fig. 4.1 Modele de inhibitie competitiva: a) S si [ sunt in competitie pentru acelasi centru de
legare; b) impiediciri de ordin steric nu permit legarea I §i S; ¢) I 5i S impart acelasi
centru de legare; d) centrele de legare ale lui I si S sunt diferite dar se suprapun; e)
legarea ligandului modifica conformatia centrului de fixare pentru cel de al doilea

ligand {3].
. COO’ CcCOO
goo ]
CH, l 2 enzma L ,H
| ) CH, ! H C
CO00 | [
Coo’ coo
malonat .
(inhibitor competitiv) SUsCL trmecat

Fig. 4.2 Inhibitori competitivi avand o structurd similari cu a substratului specific

Acidul p-amino benzoic Sulfenilamida

w~Or-5+~0)

Sulfodiazine

Fig. 4.3 Inhibitia competitiva. Sulfamidele intr in competitie cu acidul p-aminobenzoic
care reprezinta un factor esential de crestere pentru majoritatea bacteriilor.
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Efectul inhibitiei competitive este functie de concentratiile relative ale inhibitorului si ale
substratului si de afinitatea inhibitorolui i a substratului fatd de enzimi. In general, ia o
concentratie micd de substrat §i la ¢ anumitd concentratie de inhibitor si de enzima, inhibitorul va
concura favorabil cu substratul pentru centrul activ al enzimei si gradui de inhibitie va fi mare. Daci
la aceiasi concentratie de inhibitor §i de enzimd, concentratia substatului este mare, inhibitorul va fi
mai putin favorizat In competitic cu substratul pentru centrul de legare disponibil si gradul de
inhibitie va fi mai mic. La o concentratie foarte mare de substrat, molecuiele de substrat vor depisi
cu mult numarul moleculelor de inhibitor si gradul de inhibitie va fi neglijabil. In acest caz viteza
maxima (Vmax) a reactiei raimane nemodificatd (figura 4.4) iar ca rezuitat al inhibitiei constanta
aparentd Kp, creste.

Vo
4 in absenta inhibitorzlui [
Vlnax / —
/.
% vmax
\ /
in prezenfa unei concentratit
/ fixe de inhibitor competitiv
/
b

Kn K [So]

Fig. 4.4 Graticul Michaelis-Menten red4nd efectul unui inhibitor competitiv (la [Eq] fix&) .

In cele ce urmeazd, se vor deduce ecuafiile cinetice corespunzitoare stirii stationare, pentru
0 reactie cu un singur substrat, un singur centru de legare, un singur intermediar de reactie, in
prezenta inhibitorului competitiv I. Pentru aceasta se considera secventa de reactii:

| &) k.2
E+S = ES—p E+P 4.1
K
+1 ﬂ K;
El 4.2)

Constanta de disociere pentru reactia (4.2) este dati relatia:

_[elr]
; [EI] 4.3
unde K;= constanta de inhibitie.

Echilibrul dintre inhibitor §i enzima se stabileste instantaneu la scurt timp dup3 amestecarea
acestora. Plecind de la una din relatiile prin se poate deduce ecuafia vitezei inifiale in ipoteza teoriei
stéril stafionare §i anume:

EIS| k, +k,
[E] ] =K_ (4.4)
[ES] k

+
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si tinandu-se cont de expresia concentraiei initiale de enzima:

[Eol=[E]+[ES]+EI] 4.5)

in care se efectueazi substitutia corespunzatoare concentratiei de [EI] din relatia 4.3, rezulta:

7= )+ [es) 22U 46)

[I ] )+ [ES] 4.7)

K,

[E, 1= [Ef1+

\

Din relatia 4.7 se poate exprima [E]:

(4.8)

care introdusi in relatia 4.4, conduce la relatia:

(E,}-[ESNS]_
(1 +-[I ]\[ES]
/

" 4.9)

id

de unde:

(4.10)

()~ [ESDis] _ [H {1])

[£5] K,

Tinandu-se cont de faptul ca viteza initiald este datd de relafia:
vo=k,2-[ES] (4.11)

si inlocuind [ES] explicitatd din relafia 4.10, in relatia 4.11 se obtine:

K,

E.]15]= [ES{[S]+ Km(l+[L]:| (4.12)

KM[H.[L]_L[S] (4.13)

K, |
m Vo 5]
= v, = S (4.14)
Km(1+?9]+[S]

Ecuafia (4.14) este similari cu ecuajia Michaelis-Menten cu diferenta ci valoarea de K, se
modifica (creste) cu factorul (1+[Io])/K;). Trebuie mentionat faptul ci inhibitorul se giseste intr-o
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concentratie apreximativ egala cu cea a substratului, asifel incat se poate afirma cé [I] = [Ip] aga
cum s-a presupus ca [S] = [So). Deci pentru cazul inhibitiei competitive se poate afirma cad Vi
riméne nemodificati, iar K, se modifici, putindu-se introduce notatia Km = K (1 + ([IoJ/Kj), unde
K reprezintd constanta K, aparent in prezenfa unei concentratii initiale de inhibitor competitiv
[lo]. In situtia in care K; = [fo] (5i cu conditia cd [Io]=[So]>>[Eo]) se obtine: K'n =2Kn,

Expresia ecuaici Lineweaver-Burk in prezenta inhibitorului competitiv este data de relatia:

1 _k, 1 1
_V [SO] Vmax

max

Yo

iar reprezentarea grafica este redata in figurile 4.5 4) i b).

inhibitor compeiitiv
, *"\ K [i + M}

¢ ta =
/ Vo S
reactie neinhibata

\ (a)
¢ K -m
\ panta= Vm:
1
lel
~ A
(5,1
_ 1
e[ 2]
14 [iols
[To)a
[l
Tols>{To]2>[1ols
R
{S,1]

Fig. 4.5 — a) Graficul Lineweaver-Burk care redi efectul inhibifiei competitive; b) acelasi

(b)

(4.15)

grafic pentru diferite concentratii de inhibitor, la o concentratie constant de enzima.

Trebuie mentionat faptul ci o expresie identic3 se obtine i in cazul in care centrul de legare
al inhibitorului este separat de cel al substratului, presupunind ci legarea substratului de enzima
conduce la blocarea centrului de legare a inhibitorului ca urmare a unor modificiri conformationale
sau a altor mecanisme. In acest caz inhibitorul se poate lega de E si nu de ES (cazul discutat mai
sus). Din acest motiv, un inhibitor este clasificat drept competitiv, dacd in prezenta lui, graficul
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Lineweaver-Burk obtinut conduce la valori diferite ale Ky, , valoarea V., rdiménénd neschimbata,
indiferent de mecanismul de reactie.

Odati stabilit tipul inhibitorului, este de dorit s3 se determine constanta de inhibitie K; care
rezultd din expresia (4.16):

m = g ‘1

1
preferdndu-se in general o metodd graficd §i nu una numericd (se elimina astfel erorile
determinarilor individuale). Tinindu-se cont de expresia de mai sus (4.16), se obtine relatia:

K, = II(('" o[, ]+ K, (4.17)

Reprezentandu-se grafic X'y (determinat din intersectia cu axa 1/So a graficului primar
Lineweaver-Burk) functic de [L,], se obtine o dreaptd, avand intersectia cu axa [I,] egald cu -K;
(figura 4.6 a). Deoarece panta graficului Lineweaver-Burk in prezenta inhibitorului competitiv este
K./Vmax (14 [LV/K), atunci graficul pantei primare (Lineweaver-Burk) functie de [L] va fi
deasemenca linear si din intersectia cu axa [L,] se obfine valoarea — K; (figura 4.6 b).

' panta
Kul grficului .
primar
— Km ta= ._l_{_'"_
panta = 7' pania = VK
X;
K;
K K,
/o / Vinax
Z
(a) Lo} (b) (L]

Fig.4.6 Graficele secundare pentru inhibifia competitiva

Aceste grafice secundare, K, functie de [L,] §i panta graficului primar functie de [L)}, se
obtin din date cinetice la o concentratie fixa de enzima [E,].

Cazul cel mai simplu de inhibijie competitiva este uneori numit inhibitie lineara competitiva
deoarece, atit graficele primare cit §i cele secundare sunt lineare. in sisteme mai complicate
graficele primare pot fi lineare, dar cele secundare nu mai sunt lineare. De exemplu, daca nu una, ci
doud molecule de inhibitor se pot fixa la centrul de legare al substratului, atunci apare o aga numiti
inhibitie competitiva parabolica. Simiiar, dacd inhibitorul se ieaga la un centru diferit de cel de
legare a substratului si reduce afinitatea enzimei pentru substrat fard schimbarea caracteristicilor de
reactie a substratului fixat, atunci rezulti o inhibitic competitivd hiperbolici. in ambele cazuri
graficele primare sunt lineare si aspectul inhibitiei nu se deosebeste de cele ale inhibitiei
competitive lineare.

Inhibitorii competitivi, asemenea altor tipuri de inhibitori, pot fi folositi la elucidarea ciilor
metabolice, in medicind §i in agriculturd cu conditia ca acegtia s nu fie toxici pentru organismele
umane. Studii detailate asupra caracteristicilor de legare a diferitilor inhibitori competitivi la acelasi

centru ca §i substratul natural, pot conduce la obtinerea unor informatii utile relative la factorii care
guverneaza legarea substratului.
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Inhibifia ureazei de catre tiouree reprezintd un exemplu de inhibifie competitivd care
prezintd aplicatii in controlul poludrii mediului, tioureea fiind un produs de degradare al
fungicidelor ditiocarbamate.

4.1.1.2 Inhibitia necompetitiva

Inhibitorii necompetitivi sunt reprezentaii prin acei compusi care se leagd numai de
complexul ES si nici odatd de.enzima liberd, generind un complex ESI inactiv. Acest tip de
inhibifie apare numai in cadrul sistemelor enzimatice implicind un singur substrat. In acest caz
gradul de inhibitie va fi dependent numai de concentratia de inhibitor si de K;. Spre deosebire de
inhibitia competitivi gradul de inhibitie creste odati cu cresterea concentratiei de substrat. In cazul
unei astfel de inhibitii legarea substratului de enzimd poate conduce la o modificare
conformationald a structurii enzimei generandu-se astfel un centru de legare pentru inhibitor, sau
inhibitorul se poate lega direct de complexul ES. in nici unul din cele doud cazuri inhibitorul nu
concureazi cu substratul pentru acelagi centru de legare, deci inhibifia nu poate fi indepirtata prin
cresterea concentratiei de substrat. In cazul inhibitorilor necompetitivi att valoarea constantei K,
cat si a vitezei maxime Vo se modifici. In figura 4.7 sunt redate diferite modele de inhibitie
necompetitiva.

Fig. 4.7 Modele de inhibitie necompetitiva. I se leagd numai de complexul ES [3].

Ureaza i acetilcolinesteraza inhibate de ionii de florurd reprezintd exemple de inhibitie

necompetitiva. Deasemenea fosfataza alcalind obfinuti din intestine de gobolani este inhibati in
acest mod de citre L-fenilalanina.

Considerdndu-se din nou reactiile simple:

E+S ==——= ES— E+P
+1

1 K; (4.18)
ESI

unde ESI este un complex inactiv. Echilibrul de mai sus redi faptul ci §i in coditiile unor

concentratii mari de substrat are loc formarea complexului ESL. Constanta de inhibitie este datd de
relatia:

80

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



_ [ESIT
" [ESI]
in conditiile stdrii stationare valoarea constantei Michaelis-Menten este datd de relatia:

(4.19)

_[e]s]
K, =
)
Pentru sistemul de mai sus, concentratia initiald de enzima este datd de relatia:

(4.20)

(E,1=[ET+[ES)+[ESI]=[EJ+[ES]+ [Ei][]]

~[E]+[ES10 + ‘é’ 421)
de unde:

[E]1={E,}- [ES](1+[IZ,—]) 4.22)

Tindndu-se cont de expresia [E] si bazandu-ne pe un rationament similar cu cel de mai sus, pentru
viteza initiald se obtine expresia:

Vrr.u [SO] (4.23)
[S J(1 o0 ) +K,
si impdrtind totul la (1+ {K ), se obtine:
Voo
Tk
e

Vy = L (4.24)

[S0j+ _ r"l _

A

K

Aceasia este o ecuatie asemanatoare ecuafiei Michaelis- Menten, constantele Ky §i Vi fiind

amandoud impariite la factorul [1 +£§(°—]]
in cazul inhibitiei necompetitive expresiile pentru V pmax §i K sunt date prin relatiile:
- % K _
V. = Vmax i K =——m 4.25
max [_10] § m _lj-_o—j ( )

unde V. reprezinti valoarea Vi in prezenta unei concentratii initiale de inhibitor necompetitiv
(L], iar K este valoare aparenti a lui Ky, in aceleasi conditii. O concentrajie de inhibitor egali cu
Ki va injumatati valorile de Ky §1 Vinax.

Ecuatia Lineweaver-Burk in prezenta unui inhibitor necompetitiv devine:

1 K, 1 + 1

ST A N (4.26)

iar panta graficului Lineweaver-Burk este egali cu:
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A

K, ( )
Kn _ K, _X, 4.27)
Vrnax Vmax (1 + &.]_) Vmax
K,

I

Cu alte cuvinte, panta graficului Lineweaver-Burk nu se modificd in prezenta inhibitorului
necompetitiv, dar ambele intersectii cu axele se modific (figura 4.8).

+ inhibiter necompetitiv [Lo)s
_K, 1 [Lol2
" D 2
/ (Lol
p(l

[lo]\—b 4
a
4// / [Tols > [Lo)2 > ol

e (b) L

L—(H
anx

(a)

Fig. 4.8 (a) Graficele Lineweaver-Burk pentru inhibitia necompetitiva; (b) aceleasi grafice redand
influenta diferitelor conceatratii de inhibitor la o concentratie fixa de enzima.

Constanta de inhibitie K; poatc fi determinati din graficele secundare. In cazul inhibitiei
necompetitive:

I 3\

L . 1+[°]Wsi L B Y ) (4.28)
V'max Vmax K, ] K'm Km Ki

Deci graficele 1/V max §i 1/K'r (obfinute respectiv prin intersectarea axelor 1/vo si 1/Sy din graficele

primare) functie de [L;] sunt lineare, intersectia cu axele [Ip} dand —K; (figura 4.9).

1 1
Voo K
panta = . panta = .
‘Ki -Ki
\ AN \ / 1
L Vae K,
@ [To] ) [To]

Fig. 4.9 Graficele secundare pentru inhibitia necompetitiva
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Inhibitia necompetitivd a reactiilor enzimatice implicind un singur substrat este un proces
destul de rar, unul dintre putinele exemple cunoscute fiind si inhibitia arilsulfatazei de cétre
hidrazina.

4.1.1.3 Inkibitia non-competitiva

Inhibitori non-competitivi se leagd de moleculele de enzime, indiferent dacd moleculele de
substrat se leagd sau nu, fird a modifica afinitatea enzimei fatd de acesta din urind proces datorita
cdruia rezultd un complex inactiv. Din aceastd cauzi inhibitorul s¢ legi de un centru diferit de cel al
substratului. Inhibitia este in acest caz independenti de concentrafia de substrat. Mecanismele
principale ale inhibitiei non-competitive sunt redate in figura 4.10.

Fig. 4.10 Modele pentru inhibifia non-competitiva. a) legarea lui I nu impiedica legarea lui S dar
conduce la modificiri conformationale ale centrului catalitic (C); b)legarea lui I imiedica
steric legarea lui S; c) dacd I se leaga primul centrul catalitic nu se aliniaz3 fatd de substrat,
iar pe de alti parte daca S se leaga primul el impiedica steric legarea lui S [3].

Acesti compusi interactioneazd cu enzirna intr-o altd pozifie decidt cea corespunzitoare
centrului activ astfel incit, desi formarea complexului ES nu este afectatd, este influentatd in
schimb, disocierea acestuia §i deci scade viteza de formare a produgilor de reactie. Acest tip de
inhibifie nu este reversibild §i deci prin addugarea unui exces de substrat nu se inldturi efectul ei, iar
in general inhibitorii de acest tip nu prezinta o structura similard cu a substratelor.

Existd numeroase exemple de inhibitori non-competitivi, multi dintre ei fiind toxici pentru
diferitele organisme. De exemplu ionii de cianurd inhibd orice enzima care contine ioni de cupru
drept cofactor sau ca parte componenti a centrului activ, cum este cazul citocrom ¢ cxidazei.

Se va considera doar cazul in care inhibitorul distruge activitatea catalitici a enzimei, fi¢"
prin legarea la centrul catalitic sau ca un rezultat al modificini conformationale afectind astfel
centrul catalitic al acesteia, dar fara afectarea legirii substratului.

83

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



Reactiile de echilibru care descriu inhibifia non-competitiva redau faptul ca I se leaga atat de
E cit si de ES procese in urma cérora rezultd complexele inactive EI §i ESI:

+S
_ —
E - —+» ES E+P
-1
1| [+1 1 (4.29)
+S
EI4__——?—>ESI

Trebuie notat faptul cd i in conditii de concentratic de substrat mare nu toatd enzima se afld sub
forma complexului enzimi substrat. in consecint3, un inhibitor non-competitiv conduce la scaderea
valorii aparente a vitezei maxime in timp ce valoarea aparenti a constantei K, riméane
nemodificati.

Plecand de la teoria starii stationare, in aceasté situatie complexa este imposibil sd se obfind
0 ecuatie aseminatoare ecuatitei Michaelis-Menten chiar in conditiile in care concentratia de ES
poate fi dedusa pe cii alternative. Totusi, plecand de la ipoteza echilibruiui, se pot deduce ecufii de
tip Michaelis-Menter: §i grafice Lineweaver-Burk lineare pentru diferite tipuri de inhibitie non-
competitivi.” in cel mai simplu model posibil, cel ai inhibitiei non-competitive liniard simpl,
substratul nu afecteazi legarea inhibitorului. In aceste conditii reactiile: E + I = EIl si
ES+1 == ESI au o constanti de disociere K; identici, denumitd deasemenea constanta de
inhibitie. Concentratia totald de enzimi este redusa efectiv de citre inhibitor, ceea ce duce la o
scadere a valoarii V ., dar nemodificand valoarea K,,,, intrucat nici inhibitorul nici substratul nu
afecteaza legarea celuilalt.

In cele ce urmeazi se va deduce ecuatia vitezei initiale, {indndu-se cont de aceasti dati de
cazul special pentru care K, = K| . Ca §1 in cazurile anterioare vaioarea constantei K, este:

_[E}iS]
" [ES)

in prezenta inhibitorului non-competitiv, care se legi in mod egal atit de enzima cit si de

complexul ES, constanta de inhibitie K; este daté prin reiatia:

_[ET-U _ [ES]-11]
K= [EI] [ESI] (4.29)

[E,]=[E]J+[ES)+[EIN+[ESI]

K, K,
=<[E]+[Es1>-{1+_;("_]} w30
de unde:
EIH S = 431)
)
K; )
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si deci se poate exprima [E}]:

_[E] _[ES] (4.32)
)
L K

/
Urménd un rationament similar cu cel anterior, rezuitd ca viteza inifiald de reacfie este datd prin

relatia:

[E]=

14 AYSE

V, = o (4.33)
r 1+[_1_01]([501+Km)
Ki
Ecuatia (4.33) este aseméndtoare ecuatiei Michaelis-Menten, in care termenul Vi, este imparfit la

[y

factorul (1+ ?1 ). Astfel, pentru inhibitia non-competitivd lineard simpld, K este neschimbat, iar
Voax €ste modificat astfel Incét :

7 — max — 4.34
Voax = A sau — = [1+ .- ) (4.34)

i+=== max max

i
unde V'pax este valoarea lui Ve in prezenfa concentratiei de inhibitor non-competitiv, [Ig].Se
observa cd,.constanta de inhibitie K; reprezintd acea valoare a concentratiei de inhibitor pentru care
se obfine jumatate din viteza maxima V.
Ecuatia Lineweaver-Burk pentru inhibitia noncompetitiva lineara simpla este :

K
_1_:__._'"_1[50]+_71_ (4.35)
VO Vmax Vmax

efecutul inhibitorilor de acest tip fiind redat in graficele Lineweaver-Burk (figura 4.11).

+ inhibitor non-competitiv

K pﬂ’lf(l = ./_ m [] + _J —_— IO 3

\ ‘44— panta= f"‘ / [loJ1
1 ™ /
K’H
V\VL o3 > [Io)z > [Tol;

() 1 () 1
[S,] [S,]

Fig.4.11 a) Graficul Lineweaver-Burk pentru inhibitia non-competitiva lineara simpl3;
b) acelasi grafic pentru diferite concentratii de inhibitor la 0 concentratie fixa de enzima.

Odati stabilit tipul de inhibitie, constanta de inhibitie K; poate fi determinati folosindu-se
graficele secundare. Deoarece:
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1 _ 1 a +[Io]) (4.36)

Vo Vo K

panta graficului primar Lineweaver-Burk este:
Ko g4 o) (4.37)
vV K.

max i

rezulta ci graficele % in functie de [lo] §i panta graficului primar functie de [Ip] sunt lineare,

max

intersectia cu axa [Ip] dand valoarea lui K; (figura 4.12 a §i b).

panta graficului
_t primar
V' \ l V\
panta = v _IE,‘ panta= K,
1 | | f XK
Yhl= Y
lel max
v/ ﬁ/
@ o] (b) o]

Fig. 4.12 Graficele secundare pentru inhibitia non-competitiva lineara simpla, pentru o
concentratie constantd de enzima [Eo).

in situatiiie in care se obtine un grafic Lineweaver-Burk linear dar tipul inhibitie observate
nu se incadreazi in nici unul din cele prezentate anterior (inhibitie competitivd simpla,
necompetitivi sau non-competitivd lineard simpld) atunci procesul poate fi incadrat in tipul de
inhibitie mixtd, indiferent de mecanismul implicat.

Si Tn acest caz se cunosc putini inhibitori de acest tip. Ionii de hidrogen pot reprezenta un
exemplu simplu 1n acest sens; de exemplu chimotripsina a carei centru activ este acceptor de
protoni poate fi inhibatd prin cresterea concentratiei ionilor de hidrogen, fapt demonstrat de alura
graficelor Lineweaver-Burk pentru diferite valori de pH. Trebuie finut cont totusi de faptul cid
modificarea pH-ului unei solutii continand enzima are efecte complexe asupra enzimelor in general.
Tonii metalici §i compusii organici care se leagd de grupdrile tiolice ale cisteinei sunt exemple ale
inhibitiei non-competitive, aga cum sunt §i ionii de cianuri care se leaga de ionii metalici aparfinand
enzimelor. Inhibitia acetilcolinesterazei §i a L-glicerofosfatazei de catre ionii de mercur (Hg®")
reprezintd doud exemple de inhibitic non-competitiva de interes pentru controlul poludrii mediului.
Trebuie infeles ca toxicitatea substantelor ca cianurile, tiolii §i metalele grele este data de actiunea
lor ca inhibitori enzimatici, indiferent de mecanismul implicat in acest proces.

4.1.1.4 Inhibifia mixta

Acest tip de inhibitie rezultd din cele trei tipuri prezentate mai sus. In toate cazurile de
inhibitie mixta apare o modificare atit a valorii de K, cit si a celei de V.. Inhibarea fosfatazei
alcaline de paraoxon (un insecticid organofosforic) reprezinti un exemplu in acest sens pentru care

substratul S prezinti o afinitate mai mare fa{a de complexul EI decit fatd de E, complexul ESI fiind
inactiv.
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in paragraful anterior, s-a dedus expresia pentru cazul unei inhibitii non-competitive lineare
simple plecdndu-se de la ipoteza echilibrului §i presupundnd cd legarea substratului §i a
inhibitorului sunt doud procesc independente. Se considerd cazul in care cea de a doua ipotezd nu
mai este valabila.

Existd doud procese prin care inhibitorul se poate fixa la enzima :

E + 1 -El (caracterizat prin constanta de inhibitie K;) i
ES+1 ™ ESI (caracterizat prin constanta de inhibitie K)
si deci :
LB ar g, =S (4.38)
[ET] [ESI]
Tinéndu-se cont de faptul ca:
IS (4.39)
[ES]
§i ca:
[E,J={E]+[ES}+ EI}+[ESI]
in care se inlocuiesc valorile constantelor de inhibitie date prin relatia (4.38)
B, = (E]+[Es]+ £ | LESW] (4.40)
K, K,
rezulta ca:
I
(£}~ (ESI(+L 2
[F]l= . ! (4.41)
t/]
1+ =
fnlocuind expresia [E] in relatia (4.39) se obtine:
I _
{[F -(esja+ 4 }[SJ
K, _K
Ji —m
+hies)
] 7] r
[ESKISIA+ K, —)+K,(1+ ) =[E,}iS] (4.42)
51— I[]E L1IS] -
: 1
SiId+—=—)+K, Q1 :
[SIC X, —)+ K, ( K
Urméndu-se rafionamentul mentionat in paragrafele anterioare se obfine expresia vitezei initiale:
_ Ve [So]
Vo = 7.1 ] (4.43)
Soll+——)+K_(1+—=
[, X X Y+ K ( X )

I i

]

Se imparte atdt numaritorul cat §i numitorul cu termenul (1 -+ ?) :
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Voar

[S,]
I
L]
= i (4.44)
Vo s
K, {1+ [—I°—])
[S,]+ ———i—
1+ ol
Tk,
Aceasti ecuatie este o formd aseméinatoare ecuaiei Michaelis-Menten ea putind-se scrie sub forma:
yy =~ mn[So] (4.45)
1S, 1+ K,,
unde:
{
V., = —TAIXT si K, =K, _—[_1_1 (4.46)
(1+=2) (1+—-)
K, K,
fn mod similar, ecuatia Lineweaver-Burk este daii prin relatia :
I S (4.47)

Vo Vi [S0] Vs
graficul Lineweaver-Burk fiind linear. In general atit K, Vmax Cat §i panta corelate prin expresia:

Ky _ Kn g ol 4.48)
Vma.x Vmax i

sunt influentate de prezenta inhibitorului.

Astfel, graficele la diferite concentratii de inhibitor (5i la concentratie fixd de enzima [Ey])
nu se vor intersecta pe nici 0 axd, nici nu vor avea aceleasi pante, si deci tipul de inhibitie va fi
diferit de celelalte tipuri caracteristice competitive, necompetitive si non-competitive. Acest tip de

inhibitie poartad numele de inhibitie mixtd. Cand K;>K, graficele se intersecteazd la stinga axei 1/vg
si deasupra axei 1/So (figura 4.13 a).

I/vo | inhibitor / 4 panta = K (H l;_z]
1 [1+ 17,] -inhibitor
vmn K‘ K
\A panta=—=
R “— B
K, ‘L Virax
~ 7 R 1/[Se]
1+£"]- 1
R . 1S,]
npgu) '
Kl

Fig.4.13 a) Graficul Lineweaver-Burk pentru inhibitia mixta, cind X, >K;.
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Aceasti formd de inhibifie mixti este denumitd inhibifie competitivd-non-competitiva,
deoarece tipul de inhibitic observat este intre cel al inhibifiei competitive §i non-competitive
(figurile 4.5 si respectiv 4.11).

Cand K < K; , graficele se intersecteazd incrucigeaza la stdnga axei 1/vo dar dedesubtul axei
1/So (figura 4.13 b). Aceasti formd de inhibifie mixti se numeste inhibifie non-competitiva-
necompetitiva, deoarece tipul de inhibitie este intermediar intre acestea (figurile 4.11 si respectiv

4.8)
+ inhibitor

_ k. t_l_l]
ganta = v [1 + X, |

i - inhibitor
max K
4 Lo \
= K
1 K, panta=—>
K, (I_J_IQJ) -
|k

4 \ 1/S¢

K‘m
Fig.4.13 b) Graficul Lineweaver-Burk pentru inhibitia mixta, cand K| <X .

In oricare din cele doud cazuri K si K; se determind din graficele secundare.In cazul
inhibifiel mixte:
1 = ! (1+[I°]) (4.49)
V 1% K

max max i

s1 deci:
. 1,1
panta pentru reactia inhibatd = panta reactiei neinhibate inmultita cu (1+ [K_O] ).
Deci graficul secundar 1/V'n,, functie de [Ip] va fi linear, intersectia cu axa [Ip] dand —K; ( figura
4.14 a), 1ar reprezentarea pantei graficului primar functie de [I;] va fi de asemenea linear,
intersectia cu axa [lo] dand — K (figura 4.14 b).

panta graficului

V'mu-
\ primar \
panta= K, panta = m“"“
-KI -Ki 1\ ﬁ
Vﬂ'ﬂl
- ! \\
(a) (o] (b) (o]

Fig. 4.14 Graficele secundare pentru inhibitia mixta.
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I
(1+ [—O]-)
Deoarece K, =K, —ﬁ rezulti ci graficul K,, functie de [Io] nu va fi linear.
(1+—2
KI

Ecuatia vitezei initiale vy dedus@ mai sus este relativ generald deoarece nu sau fécut nic un
fel de ipoteze relative la valorile K; si Ky, ea poate fi simplificatd pentru cazuri speciale. Daca ESI
nu se poate forma atunci Kj = e §i ecuatia devine identicd cu cea pentru inhibifia competitiva,
indiferent daci substratul si inhibitorul se leagi la acelasi centru sau la centre de legare difernte.

Daci complexul ESI se poate forma, dar nu are loc formarea complexului EI, atunci K; = co
st ecuatia se simplificd la cea corespunzatoare tipului de inhibifie necompetitive.

Cand K, =K, ecuatia se reduce la cea corespunzitoare inhibifiei non-competitive lineare
simple.

4.1.1.5 Inhibitia prin substrat

Caracteristica reactiilor catalizate enzimatic, aga dupd cum s-a arétat, este aceea cd la o
concentratie fixd de enzima viteza inifiala creste odata cu cresterea concentratiei initiale de substrat
péna la o valoare limitd Ve, La concentratii mai mari de substrat, viteza inifiala pare a fi mai mica
decat viteza maximi . In anumite cazuri astfel de situatii pot fi explicate prin interactia dintre
sistemul de detecfie si substrat, 1ar in alte cazuri prin faptul ci la concentratii foarte mari de substrat
apare ¢ inbibitie a transformadrii acestuia in produsi.

Se considerd in continuare mecanismul posibil de inhibitie prin substrat la concentratii mari
ale acestuia, pentru o reactie catalizatd de succinat dehidrogenazi. Pentru ca reactia si se desfasoare
trebuie ca ambele grupari carboxil ale substratuluisa se lege de enzima:

F--=0C e
(FHz CH
— N [ +2H"
THZ CiIH
" ;OZC _Ozc
E succinat E fumarat

La concentrafii foarte mari de substrat existd o probabilitate crescuti ca doud grupari carboxil
apartindnd la doud molecule separate de substrat si se lege de aceiasi moleculd de enzima:

=== '-02C—CH2'—CH2_C02‘

T '-Ozc—CHZ_CHZ—C02
E

In acest caz, reactia nu are loc pana cind una din cele doui molecule nu disociazi.

90

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



Trisiturile caracteristice ale inhibitiei prin substrat sunt redate in figura 4.15. In general se
observi c# inhibitia prin substrat apare atunci cand o moleculd de substrat se leagd de enzimd si 0 a
doua moleculi de substrat se leagd de un centru separat al enzimei rezultdnd un complex inactiv.
Aceasta poate fi privitd ca o forma de inhibitie necompetitiva a doua moleculd de substrat putind fi
privitd ca un inhibitor.

N N
t .
0
/\ 1
Km = 1
AW i
N S - N
7 1 /
1Sy =
S
a) b) 0

Fig. 4.15 Graficele Michaelis Menten (a) si Lineweaver-Burk (b) care redau inhibitia prin substrat

Dupa cum s-a ardtat, ecuatia vitezei inifiale in cazul inhibitiei necompetitive este dati prin relatia:

(4.50)

daca inhibitorul este identic cu substratul, ecuatia devine:
v

_ max

—=—[S,]
1+M
= K, Vou[So]

= = 4.51)
’ [S,]

K
[Sol+7—"= [S,]1+2 [+K
[ [11] K]
1+=2= i
K,

i

Aceasti ecuafie este descrisd de curbele din figura 4.15. La concentratii mici de substrat,
termenul [Sol/K; este neglijabil, expresia reducindu-se la o ecuatie Michaelis-Menten normala.
Cénd [So] este foarte mare, atunci rezultd ci:

S S
[S, ](1+ [K"] )+ K, = [SO][I + [K"]] 4.52)

ecuatia simplificindu-se la forma:
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Y s (4.53)

vy, = —F—
1+ [ (5,
K, )
in aceste conditii v, scade pe masurd ce [S,] creste, aga cum s-a observat la inhibitia prin substrat
pentru concentra{ii mari de substrat.

4.1.2. INHIBITIA IREVERSIBILA

Un inhibitor ireversibil se leagd de centrul activ al enzimei printr-o reactie ireversibila:

E+1 — 3 E-I

si deci ulterior nu poate disocia; in generai inhibitorii de acest tip spre deosebire de cei reversibili
conduc la formarea unei legituri covalente intre inhibitor si enzima. Inhibitorul poate actiona asupra
enzimei prin impiedicarea legirii substratului de aceasta sau poate distruge anumiti componenti
apartinand centrului catalitic. In practicd nici un proces nu este total ireversibil dar, un inhibitor care
prezint? o afinitate mare fatd de enzimd (constanta de disociere aproximativ 10 mol/1), este privit
ca fiind nereversibil. Spre deosebire de inhibitie reversibild unde echilibrul dintre inhibitor si
euzimi este atins rapid, sistemul putdnd fi urméant prin studii asupra vitezei inijiale, inhibitia
ireversibild este progresivda si crescdtoare in timp, pdnd cind tot inhibitorul sau toatd enzima
prezenti a fost transformat in complexul enzima —inhibitor. ,

Studiile asupra vitezei inifiale nu conduc de loc sau, conduc la foarte putine informatii
relative la caracteristicile inhibitorului, indiferent daci reactia dintre enzima si inhibitorul ireversibil
decurge total. Este mult mai util ca sistemul sa fie descris In termenii constantei de viteza de legare
a inhibitorului de substrat. Daca acestia reactioneazd in proportie de 1:1, atunci timpul necesar
peniru a reduce activitatea enzimei cu 50% din valoarea initiald va fi invers proportional cu
concentratia de inhibitor (la o concentratie fixa de enzima).

Daca inhibitorul se afld in exces, toate moleculele de enzimi se leagd de inhibitor,
activitatea enzimaticd scizind practic spre zero. in general, legarea unui astfel inhibitor de centrul
catalitic va distruge total activitatea enzimei, dar in condigiile legirii Ini de substrat poate exista
probabilitatea mica a unei catalize enzimatice, in ipoteza ci centrul catalitic riméne activ si
accesibil moleculelor de substrat din solugie.

Deci, datoritd naturii ireversibile a inhibitiei, reactia nu poate fi discutati in termenii unei
situatit de echilibru ci in termenii vitezei initiale. Parametrul important este constanta de vitezi
bimoleculara k; (tabelul 4.2). Ecuafia Aldridge este valabild atunci cind concentratia de inhibitor
este mult mai mare decit cea a centrelor active ale enzimei. Odati cu legarea inhibitorului de
enzimd, camplexul tranzitoriu EI evolueazé rapid spre un nou complex EI' ireversibil rezultat ca
urmare a modificdrilor structurale. De exemplu, legarea insecticidelor organofosforice de
colinesteraza duce la fosforilarea restului de seriné din centrul catalitic al enzimei:

OR  Lnivigie _OR
‘ Enz-Ser-0G- .

;| “OR ﬁ\ OR
O 0

Enz-Ser-OH + HO-P

Activitatea enzimei nu poate fi regenerati prin sciderea concentrafei de inhibitor, astfel init enzima
trebuie regenerata i reactivati utilizand reactivi speciali. Colinesterazele fosforilate pot fi reactivate
prin folosirea unui compus puternic nucleofil cum este 2-PAM ((metiodura de 2-piridinaldoximi)
sau TMB-4 ({ 1,1 -trimetilenbis-4-(hidroxiimino-metil) bromura de piridiniu ?):
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CH== NOH CH— NOH

@\CH:NOH &) ©)

N N
~— _—
(I‘H - (O
~113
2-PAM TMB- 4
OR .

Enz-Ser-O-P< , + R—N—=CH —feactvare o p:; Ser-OH + R—=N—0— <OR
|~ or ﬁ OR

o) i O =
Un exemplu in acest sens il reprezinta diizopropilfosfofluoroiodatul (DFP) care actioneaza asupra

sistemului nervos prin inactivarea acetilcolinesterazei:

OCH(CH,), OCH(CH3 )
| - 1
E—OH +F—T_—_o — = E—0—P=0 + HF
' OCH(CH3 ),
OCH(CH,),
enzima DFpP

Inhibitorii ireversibili reduc in mod efectiv concentrafia enzimei prezente. Un inhibitor de
concentratie initiald [Io] va reduce concentratia de enzima activa de la valoarea [E] la {E] - [I],
presupunind ci acesta ne se gaseste in exces. Dacd, dupd un tiinp oarecare in care reactia dintre
inhibitor $i enzima a decurs total, in amestecul de reactie se introduce substratul, se obtine o ecuatie
de tipul Michaelis-Menten. Valoarea de K, va fi identica cu cea obtinutd pentru cazul unei reactii
neinhibate, dar V., s€ va reduce la o valoare notatd cu V'pax.

in absenta inhibitorului V. =k_I[E,] (4.54)
in prezenta inhibitorului V' =k [E1-11,]) (4.55)
Vl r —_
Y max :I.Eo] [Io] (456)
Vmsx [EO]
I
V'iax = Veax [Eo ) 1 - U, 4.57)
[E,}

Rezultate similare se pot obfine chiar daca reactia dintre inhibitor §i enzimi nu de curge total, in
ipoteza cd gradul de inhibifie a fost constant pe perioadaefectudrii studiilor asupra vitezei initiale.
Deci, in cazul inhibitorilor ireversibih pot aparea forme de inhibitie asemdndtoare cu cele ale
inhibitiei non-competitive §i care prezintd valori nemodificate de Ky, si valori reduse ale Vay, chiar
in conditiile in care inhibitorul se leagd ia acelagi centru ca i substratul. Cu toate acestea, existi o
diferentiere clard intre cele doua tipuri de inhibitie si orice incercare de calcul a K; din masuritori
ale vitezei inifiale este sortitd egecului, deoarece in acest caz realia dintre V'pay §i Vinax nU implica
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si K. In concluzie, daca in urma studierii unui sistem rezulta un tip de inhibifie non-competitiva,
trebuie stabilit daci aceasta acesta corespunde unei inhibitii reversibile sau ireversibile.

Jonii metalici (tabelul 4.1) pot fi considerati drept inhibitori ireversibili datoritd vitezei
foarte mici a reversibilitatii inhibitiei. Acesti compusi acfioneazi prin legarea metalului de grupele
tio} ale proteinelor. in consecintd, {inta principald a actiunii metalelor grele o reprezintd enzimele

din clasa dehidrogenazelor si oxidazelor care prezintd resturi de cisteind in jurul centruluu activ:
E-SH+M" & E-SM+H'

in unele cazuri, enzimele care au fost inhibate cu metale grele pot fi reactivate prin folosirea unor
agenti de complexare cum EDTA sau tiolii (ditiotreitol).

Multi inhibitori ireversibili atacd grupele —SH ale catenei laterale apartinand cisteinei, care
sunt prezente in centrul activ ai enzimelor. Exemple in acest sens sunt date de o serie de agen(i cum
sunt acetatul de iod si iodacetamida, care formeaza legturi covalente cu grupele —SH:

E —SH + ICHp CO, — E—S—CHy CO; + HI
enzimo.  acetat de iod

O alti diferentd comparativ cu inhibifia reversibild este necesitatea realiz&rit unei incubdri
prealabile intre enzima gi inhibitor fapt datorat vitezei mici a procesului de inhibitie. Din acest
motiv gradul inhibitiei si sensibilitatea sistemului sunt direct corelate cu timpul de incubare.

Inhibitordi ireversibili prezintd importan{a si in studiul centrului activ al enzimelor, datoritd
faptului cd, spre deosebire de substrat, acestia rimin ferm legaji de unul dintre resturile de
aminocizi prezenii in structura enzimei actionand astfet ca markeri pentru identificarea acestuia.

4.2, INHIBITIA ENZIMELOR IMOBILIZATE PE SUPRAFATA
BIOSENSORILOR

Folosirea enzimelor imobilizate in locul celor solubile ridici o serie de net probleme in
detectarea inhibitorilor. In primul rind, imobilizarea unei enzime in general conduce la modificiri
conformationale ce-i pot afecta activitatea gi sensibilitatea la inhibitie. De exemplu, s-a araiat faptul
cd inhibitia in solutie a L-glicerofosfat oxidazei de citre s@rurile mercur a fost reversibild §i non-
competitivi si ireversibild in urma imobilizirii ei intr-un film de gelatina. In plus, o serie de lucriri
au demonstrat cd imobilizarea conduce la o sciderea activitatii enzimelor fatd de inhibitori.

Aspectele teoretice ale folosiri electrezilor enzimatici bazati pe reactii de inhibitie au fost
analizate de citre mulfi cercetatori. Prin utilizarea biosenzorilor, procesul inhibitiei este influentat
de v serie de parametrii noi si diversi cum ar fi efectele micromediului, limitarile datorate difuziei si
posibilele interactii intre substrat si/sau inhibitor cu membrana. Acest efect de adsorbtie poate fi
micgorat prin aditia de surfactanfi, marindu-se astfel sensibilitatea biosenzorului fata de pesticidele
organofostorice.

Spre deosebire de biosenzorii foiosifi la determinarea substrztelor, detectia inhibitorilor
necesitd folosirea unei cantitai mici de enzimi pentru determinarea unor concentratii foarte mici de
inhibitori. In consecintd, electrozii enzimatici folositi in aceste determindri analize trcbuie si
functioneze sub un control cinetic. Acest concept nu este uzual in proiectarea biosenzorilor pentru
determindri de substrate, unde se folosesc concentratii mari de enzime, rispunsul fiind controlat de
difuzie. _

In general detectia inhibitorilor decurge in trei etape (figura 4.16 a):

1. Prima etapd este determinarea raspunsului initial (I;) al biosenzorului fati de o concentratie
suficient de mare a substratului;

94

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



2. A doua etapd constd in incubarea biosenzorului cu inhibitorul pentru o perioadd definitd de
timp; . . . .

3. Ultima etapd este reprezentatd de determinarea raspunsului rezidual (I) al biosenzorului
folosindu-se o aceeagi concentrafie de subsirat ca gi in prima etapd. Gradul de inhibifie (I %)
este apoi calculat prin compararea rispunsurilor inainte si dupa inhibitie, conform relatiei
(4.58):

AN 100 (4.58)

1

Intensitate Intensitate Inhibitor

a) I b) I 1

di/dt

Timp " Tinp

Fig.4.16 Reprezentarea schematici a doud posibile metode determinare a inhibitorilor bazate pe
biosensori. a) determinarea indirectd: raspunsul fatd de substrat este masurat inainte () gi
dupa (I,) n urma incubirii cu inhibitorul pe o perioada definitd de timp; b) determinarea
directd: inhibitorul este adaugat in amestecul de reactie imediat dupa atingerea raspunsului
stérii stationare (1) fajd de substrat,

Principalul inconvenient al procedeului este acela ci dureazi mult in timp deoarece
presupune doud masurdtori separate a activitafii, precum §i o etapd aditionald de incubare cu
inhibitorul. Totusi, prin aceastd metoda pot fi determinate concentratii foarte mici de inhibitori.

O alternativa a procedeului descris consta in adaugarea intr-o prima etapd a unei concentratii
corespunzatoare de substrat in mediul de reactie. Cand se atinge curentul starii stationare, in mediui
de reacfie se injecteazd o anumitd concentratie de inhibitor (figura 4.16 b), ceeace va condce la o
scadere a intensitatii curentului in timp(dl/dt). Inhibitia relativa (RI) se determina prin relatia (4.59):

a
RI=\% (4.59)
Il
Cu toate cid metoda este rapidd ea prezintd dezavantajul unei sensibilitdti mici fajd de inhibitori.

Acest neajuns se poate datora faptului ca timpul de contact dintre enzimi §i inhibitor este prea mic
pentru a putea determina o inhibifie notabila in prezenta unor concentratii foarte mici de inhibitor.

4.3. APLICATII BIOANALITICE ALE REACTIILOR DE INHIBITIE

Muite enzime sunt inhibate de o serie de substante care au importanta din puact de vedere al
mediului, cum sunt pesticidele sau metalele grele (tabelul 4.1). Detectia acestor compusi in
concentratii foarte mict necesitd existenta unor tehnici analitice foarte sensibile i precise. De
exemplu directiva Comunitdtii Europeene relativd la calitatea apei potabile stabileste pentru
pesticide o concentratie maxima admisibild de 0,1 ppb pentru pesticidele individuale §i a produsilor
inruditi §i de 0,5 ppb pentru pesticidele totale. Existdi un numir foarte mare de metode de
identificare §i determinare a acestor compusi dintre care se amintesc spectrometria in U.V. si LR,
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cromatografia de lichide de inaltd performanti (HPLC) §i de gaze (GC), spectrometria de masa
(MS) precum si metode tandem (GC/MS, HPLC/MS). Unele dintre acestea sunt foarte sensibile iar
prin intermediul unora pot fi deosebifi compusi aparfinand aceleiasi clase. In ciuda sensibilitdti lor
aceste metode au la bazd o aparaturd scumpd, sunt laborioase, necesitd un personal calificat §i nu
pot fi utilizate in situ pentru determindri continue.

fn ultimii ani, o atentie deosebiti s-a acordat realizini de biosensori care permit o
determinare continud si rapidd a diferitilor compusi. Astfel de instrumente au la bazd enzime
imobilizate i fixate pe suprafaja unor traductori fizici. In acest sens au fest realizati o serie de
electrozi enzimatici bazati pe reactii de inhibitie pentru determinarea unor poluan{i ai mediului.
Enzima cea mai des utilizatd in constructia unor astfel de biosensori este colinesteraza care a fost
folositd pentru determinarea insecticidelor organofosforice (care sunt inhibitori ireversibili fiind
necesari reactivarea enzimei in urma inhibitiei).

O alti clasid de compusi toxici importianti este reprezentatd de sirurile metalelor grele. Ele
sunt in general determinate folosindu-se enzime imobilizate din clasa dehidrogenazelor si
oxidazelor. Trebuie mentionat faptul ci unele metale grele actioneaza §i ca activatori sau cofactori
ai enzimelor conducind astfel 1a o crestere a activitatii acestora in prezenta poluantilor. De exemplu
anhidraza carbonica se leagd in mod specific de cofactorul ei —ionii de Zn™*- pentru a da nastere
holoenzimei active. Bazat pe accasta, s-a rcalizat un sensor optic prin intermediul ciruia se pot
determina concentratii de ordinul nanomolar de zinc. Spre deosebire de metodele chimice de
determinare, metodele enzimatice par a fi mai simple §i mai sensibile. Totusi aceste instrumente
suferd de lipsa unei specificititi deoarece existd mulfi compusi care conduc la inhibarea activitaii
enzimatice. Cu toate acestea, lipsa de specificitate poate conduce la evaluarea unui indice global de
toxicitate.

43.1 DETERMINAREA PESTICIDELOR ORGANOFOSFORICE 51 CARBAMATE

Insecticidele organofosforice si carbamate reprezintd un procent mare din pesticidele
(insecticide, fungicide si ierbicide..) folosite in mod frecvent. Aceste pesticide au efecte daundtoare
intrucdt actioneaza ca inhibitori ai colinesterazei care este implicatd in transmisia neuronald. Nu
este dect surprinzitor ca in literatura de specialitate cel mai frecvent sunt descrisi electrozii bazati
pe colinesteraze ca principaliii electrozi folositi pentru detecfia pesticidelor. Acetil- sau butiril-
colinesteraza (AchE, EC 3.1.1.7 sau BuChE, EC 3.1.1.8), enzime ce catalizeaza hidroliza acetil- sau
butiril-colinei la colind si acetat sau butirat, au fost purificate i sunt acum disponibile sub forma
comerciald. Dupd cum s-a mentionat folosirea colinesterazei in constructia biosensorilor nu permite
o determinare selectivd a unei pesticide anume, ea prermitind ins3 o estimare a activitatii totale

“anticolinesterazice a probei. Aceastd activitate reprezintd “indexul toxicologic “ care este definit
drept cantitatea de compusi care induc un procent de inhibitie colinesterazici echivalent cu cel
produs de o cantitate cunoscuti a unei pesticide de referintd. Drept compus de referinti, de cele mai
multe ori, se utilizeaezd paraoxonul, deoarece acest compus este stabil, disponibil sub formi
comerciald §i cunoscut ca avind o activitate puternic inhibitorie asupra colinesterazelor. Fiecare
colinesterazd a fost caracterizatd prin afinitatea proprie fajd de insecticidele organofosforice si
carbamate. Activitatea gi stabilitatea colinesterazelor, precum si sensibilitatea lor fati de un asumit
inhibitor depind de tipul si sursa colinesterazei. Astfel, selectarea unei colinesteraze adecvate este
un pas important in proiectarea unui biosenzor pentru pesticide. In continuare, se vor discuta in
special aplicatiile biosenzorilor potentiometrici §i amperomentrici bazati pe reactii de inhibitie a
enzimelor in detectia unor poluanti.

In general biosenzorii potentiometrici se bazeazi pe masurarea modificirilor de pH, sau de
potential. De exemplu, modificarea pH-ului poate rezulta ca urmare a formdrii unui acid organic in

cadrul unei reacfii de hidroliza a esterului colinei, reactie catalizati de o esteraza specifica, si care
poate fi urmdrita cu ajutorul unui electrod de pH:
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ChE
acetil- (sau butiril-)colina + H;0 ———9 colina + acetat (sau butirat)

Asa cum se observd din tabelul 4.3, cea mai mare sensibilitate (0,3 ppb) a fost cbtinutd prin
folosirea AchE imobilizatd in gel de poliacrilamidi prin legare incrucigata si fixatd pe suprafaja
unui clectrod de sticld. In general, cu exceptia de mai sus, limitele de detectie raportate au fost in
general in jur de 3 ppb (tabelul 4.3).

Tab. 4.3 Electrozi oten 1omem01 bazati pe colinesteraze |11

Enzima ~ Mod de imobilizare Limita de Detectie
a paraoxonului (ppb} |§
BuChE (ns) Legare incrucigata cu BSA 3 .
5i ghutaraldehidd J
BuChE (hs) Imobilizare pe naylon cu HAS
si glutaraidehida
AchE (ns) Legare incrucigati in
Peliacrilamidi
AchE Imobilizare pe membrani de nitrat
de celuleza bictinilati folosind i
legarea incrucigatd bazta pe
ptavidina

AChE acetr]cholmesteraza BSA albumma serica bovmd BuChE butmlcolmesterdza
hs : ser de cal; HSA: albumind serici umani; ns : nespecificat.

Metodele potentiometrice sunt rapide si precise, dar ele au limite de detectie relativ mari.

Metoda amperometricd de detectie este in general muilt mai sensibild, permitind totodata
obtinerea unui semnal analitic direct proportional cu concentratia analitului. in functie de substratul
colinesterazic implicat in reactie, au fost descrise diferite metode amperometrice implicind sisteme
mono- sau bi-enzimatice, bazate pe detectia tiocolinei, O,, H,0,, sau 4-aminofenol. Astfel, au fost
realizati electrozi bienzimatici implicand reactii cuplte intre colinesteraza si colin oxidaza (ChOD) ,
avind drept substrate acetil- sau butiril-colina, mésuratoriie fiind bazate pe detectia oxigenului sau a
apei oxigenate (ultima fiind mai sensibila, tabelul 4.4):

ChE
acetil- (sau butiril-)colina + H,0 » colina + acetat (sau butirat)

ChOD
colina+ 2 0, + H,0 — " betaina + 2 H,0,

Este posibila efectuarea unei reactii de hidroliza preliminari a substratului folosind colinesteraza in
solutie urmatd de detectia colinei prin intermediul biosenzorului pentru colind, obtinindu-se in acest
fel o limita de detectie de 0,5 ppb paraoxon. Folosindu-se un biosensor pentru colini in care AchE a
fost imobilizatd separat de ChOD, fapt care permite efectuarea incubdrii si a realizarea
masuratorilor in mod independent, obindndu-se o limitd de detectie de 1,3 ppb paraoxon.

Un alt mod de proiectare constd in co-imobilizarea celor doud enzime pe suprafata
electrodului, ceea ce a condus la obtinerea unor sensibilitati mai mari si 2 unor timpi de rispuns
mai mici.

Proiectarea senzorului si optimizarea performanfelor acestuia pot fi simplificate prin
folosirea unor sisteme mono-enzimatice bazate pe hidroliza acetil- sau butiril tiocolinei de citre o
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colinesteraza selectatd (AchE sau BuChE). Folosind acest principiu, detectia se bazeaza pe oxidarea
tiocolinei produse la suprafata unui electrod de platina (tabelul 4.5):

ChE

acetil- (sau butiril-) tiocolina + H;0 —  tiocolina + acetat (sau butirat)

410 mV vs. Ag/AgCl (Pt) N )
2 tiocholina . p» ditio-bis-colina+2H +2Z¢

Tab. 4.4 Electrozi bienzimatici bazati pe detec ie am erometncﬁ detectia 02 sau a H,0,).

Potentialul Limita de detectie a y
paraoxonului (ppb) |
BuChE (hs) + ChOD Electrod de oxigen tip Clark 300

Doui enzime pe membrand de dializd
: AChE (ns) + ChOD 650 mV vs. Ag/AgCl (Pt) 2
)l Legare covalenti pe naylon folosindu-se
i glutaraldehida
(AchE (ns) or BuChE (ns) €50 mV vs. Ag/AgCl (Pt) 2
+ ChCD
Legare covalentd pe naylon foiosindu-se
glutaraldehida
AchE (ee) + ChOD 650 mV vs. Ag/AgCl (Pt) 0,03
Imobilizare pe PVA-SbQ
AchE (ee) + ChOD 650 mV vs. Ag/AgCl (Pt) 2,8
Imobilizare pe PVA-SbQ

| Modul de immobilizare al enzimelor

AChE. acetilcholinesteraza; BSA: albumma serlcaboviné; BChE: butirilolnster; o
ChOD: colin oxidaza; hs : ser de cal; PVA-SbQ: alcol polivinilic contindnd grupe de stirilpiridiniu.

Tab. 4.5 Electrozi monoenzimatici bazati pe detec 1a amperometrica (oxidarea tlocolmel .

Modul de imobilizare al Potential Limita de detectie a ]
enzimei paraoxonului (ppb)
BuCheE (hs) / legare 250 mV fagd de Ag/AgCl 0,08
)l incrucisata cu glutaraldehida  (electrod de carbune modificat cu CoPC )
AchE sau BuChE (hs)/legare 300 mV fata de Ag/AgCl 1,5
incrucisatd cu glutaraldehidd  (electrod de carbune modificat cu CoPC )
ACHhE si/sau BuChE (hs) / 250 mV fati de Ag/AgCl 2,8

legare incrucisatd cu BSA si  (electrod de grafit modificat cu CoPC)
glutaraldehida

AChE / imobilizare in grafit- 700 mV fati de Ag/AgCl
epoxi
AchE / imobilizare in 410 mV fata de . Ag/AgCl
PVA-SbQ (Pt)
AchE (be) sau BuChE (hs) 300 mV fati de Ag/AgCl
|| Imobilizare pe particulede  (electrod de grafit modificat cu TCNQ)

siliciu aminate In epoxi-grafit
AChE / imobilizare in PVA- 410 mV fata de SCE

1‘;
|

AChHE: acetilcolinesteraza; be: eritrocite de bovini; BSA: albumin.’aicﬁ bovina;
BuChE: butirilcolinesteraza; CoPC: cobalt ftalocianina; hs: ser de cal; ns: nespecificat;
PVA-SbQ: alcol polivinilic continind grupe de stirilpiridiniu; TCNQ: tetracianoquinodimetan.
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In acest fel, potentialul este mai mic decat cel folosit pentru oxidarea H,O, descrisd anterior
(410 mV 1in loc de 650 mV fata de Ag/AgCl s1 platind). Deasemenea, este posibild obfinerea de
rezultate similare prin folosirea mediatorilor cum ar fi TCNQ sau CoPC. Astfel, prin legarea
incrucisati a BuChE cu glutaraldehida pe suprafata unui electrod de carbon modificat cu cobalt
ftalocinaind (CoPC) s-au putut detecta 0,08 ppb paraoxon. Folosindu-se AChE imobilizatd pe o
matrice de PVA-SbQ, limita de detecjie pentru paraoxon a fost de 0,03 ppb. Unele dintre aceste
studii au fost validate cu succes folosindu-se metodele cromatografice. Au fost descrise deasemenea
instrumente monoenzimatice folosindu-se 4-aminofenil acetatul ca substrat; In aceste cazuri detectia
s-a efectuat prin oxidarea 4-aminofenolului la un potential de 0,25 V fatd de SCE pe suprafata unui
electod de cirbune sticlos. Prin intermediul acestor electrozi, este posibild obtinerea unei limite de
detectie de 1,1 ppb paraoxon. Este de notat si faptul cd indoxi! acetatul a fost folosit ca substrat, iar
detectia amperometricd s-a bazat pe oxidarea albului de indigo la 0,3 V faji de Ag/AgCl. In acest
caz, s-a folosit butiril colinestreraza in solutie.

In concluzie, pot fi realizafi biosensori prin co-imobilizarea a doud colinestraze diferite pe
acelasi suport, fapt care prin comparatie cu senzorii care folosesc o singurd colinesteraza specifica,
conduce la cresterea numarului de pesticide care pot fi detectate, marindu-se in acest mod domeniul
compusilor care pot fi determinai.

Una din principalele cerinte in vederea detectiei inhibitorilor este necesitatea reactivarii
enzimei inhibate in scopul realizdrii unor determindri continue. Dupd cum s-a ardtat, in cazul
inhibitorilor, ireversibili ai colinesterazei, cum sunt insecticidele organofosforice, reactivarea
enzimei este realizati prin folosirea unui agent puternic nucleofilic cum este fi 2-PAM sau TMB-4.

Un alt mod de determinare se bazeazi pe utilizarea elctrozilor “screen printed” modificati cu
TCNQ ca mediator redox, care permit aplicarea unui potential mai putin oxidant (100 mV fatd de
Ag/AgCl); prin aceasta scad totodata si interferentele posibile existente in probele reale.

Tiocolina (red) + TCNQ (ox) — tiocolina (0x) + TCNQ (red) + 2 B*

100 mV fatd de Ag/AgCl
TCNQ (red) —3»  TCNQ (ox)+2¢

Determinarea activitafii rimase dupi incubarea cu inhibitor permite calcularea procentului
de inhibifie (% I) care este corelat cu concentraia inhibitoruiui. Electrozii “screen printed”
modificaji cu AchE prezintd o bund stabilitate §i reproductibilitate a determindrilor. Stabilizarea
curentului de baza si a timpului de raspuns au fost de pana la 2-3 minute.

Existd posibilitatea comparardrii gradului de inhibifie a enzimei libere din soluie
(caracterizatd prin constanta de inhibitie, k;) si sub forma imobilizatd (caracterizatd prin valoarea
Iso, concentratia de inhibitor pentru care se obtine 50% din inhibitie). Asa cum se poate observa in
tabelul 4.6, enzimele igi pastreaza sensibilitatea fatd de inhibitori chiar §i atunci cand sunt sub forma
imobilizatd. Valorile raportului k; si Isy variazi (cresc sau descresc) in acelagi mod. Este important
de notat ca printre enzimele modificate, unele sunt de 100 ori mai sensibile fatd de insecticide si
deci este posibild folosirea acestora in constructia biosenzorilor pentru detectia pesticidelor in
concentratii foarte mici. Enzimele modificate, permit detectia unor concentratii de pana la 0,5 ppb
paraoxon §i carbofuran.

Electrozii “screen printed” modificati cu AchE sunt electrozi de unica folosinta , produsi in
masd, la un pret de cost scdzut §i ugor de reprodus. Insectcidele organofosforice §i carbamate sunt
compusi hidrofobi care necesitd solventi organici pentru extractia si concentrarea lor. in prezent se
studiazi inhibitia in medii organice, incluzind atat solventii solubili in apa (etanol) cét si insolubili-
in apd (hexan).

99

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



Tab. 4.6 Comparatia valorilor Kiwykim) determinate pentru enzimele libere si a valoriior Iso
(ppb) determinate pentru enzimele imobilizate. Raportul kiq/kim) unde kiwt),
reprezintd enzima brutd si ki), reprezintd enzima mutanti m.

carbofuran

~ Paraoxon
Kigu/Kigm) Lso(ppb) Kigwi/Kigm) Lso(ppb)
74 >10 4.42 10
1 v o 7.5 3.33 8.8
0.43 1 1 1
042 2.1 07 0.7

'Exemplu,F368L corespune enzimei mutante in care fenilalanina din pozitia 368 a fost inlocuitd de cétre
leucini, acest fapt conducénd la formarea unei enzime modificate mult mai sensibila fatd de paraoxon
(raportul k; < 1) si mult mai rezistenta la actiunea carbofuranului (raportul lui k; > 1)

in acest scop se foloseste o metodd in doud etape (figura 4.17): inhibifia colinesterazei de
catre pesticide este realizatd in solvent organic in timp ce activitatea remanentd este masuratd in
tampon. Se poate nota faptul ca, folosifea etanolului ca solvent permite masuratori atét a activitatii
enzimatice cat §i a inhibifiet in acelagi mediu crganic. Prin intermediul aceastei metode in doud
etape este posibild detectia a 1,4 ppb paraoxon, inhibitia realizindu-se in etanol sau in amestec
hexan/api (80/20).

poten fiostat ten ti ost
(E =100 mv) (eeo= 1000?113;

+ 1 mM ATC

+ { mM ATC
—
Activitatea INHIBITIA: .. . ;
initiald in tampon incubarea =20 min Acuvxﬁtatea et
in tampon

in solvent organic

Fig 4.17 Masurdtori in doua trepte ale inhibitiei/activitatii

Initial electrodul (un sistem de doi electrozi, indicator i referintd) este introdus in soluia
tampon si este conectat la un potenfiostat; se determind activitatea initiald (rispunsul fati de o
solutie de acetilcolind 1 mM). Ulterior electrodul este deconectat, iar inhibitia este realizati prin
introducerea electrodului timp de 20 min. intr-o solutie de insecticid preparati in solvent organic. In
final, electrodul este conectat la potentiostat iar activitatea reziduali este determinati in solutie
tampon (rdspuns fatd de solutia de 1mM acetilcolini). In final se determina procentul inhibitiei.

432 DETERMINAREA FUNGICIDELOR DITIOCCARBAMATE

Biosensorul bazat pe aldehid-dehidrogenazi (AIDH) este utilizat in detectia fungicidelor
ditiocarbamate, deoarece s-a dovedit ci acegti compusi sunt potentili inhibitori ai AIDH.. Sarurile
etilenbisditiocarbamate cum ar fi maneb, zineb §i mancozeb sunt componenti majori ai fungicidelor
ditiocarbamate. fn ciuda toxicitatii lor scizute acesti compusi sunt potentiali agenti cancerigeni si
mutageni. Maneb, zineb §i mancozeb sunt incluse intr-o listd de priorititi a Comisiei Europene
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pentru pesticidele care sunt folosite intr-o cantitate mai mare de 50 tone pe an in lume i care pot fi
regisite in apa din sol. Metoda clasica de determinare a acestor compusi este bazatd pe o hidroloza
preliminard a compusului in urma careia rezultd disuifura de carbon. Acest compus poate apoi fi
detectat folosind metode spectrometrice sau cromatografice.

Pentru detectia funcigidelolr ditiocarbamate s-a realizat un biosensor bazat pe asocierea
aldehid dehidrigenazei si diaforezei. Diaforaza reoxideazi NADH-ul la NAD* cu reducerea
concomitentd a fericianurei la ferocianurd. Ferocianura produsd este apoi oxidatd la un potential
scizut (250 mV vs SCE) la suprafata unui electrod de platind. Cdnd in mediu este prezent un
inhibitor al aldehid dehidrogenazei, activitatea AIDH descreste, conducdnd la o scddere a
raspunsului senzorului. Metoda de maésurare a ditiocarbamatilor este redati in figura 4.18. Dupa
stabilizaraea curentului de bazi, reactia este initiatd prin adaugare de NAD" si aldehida propionica.
in scopul elimindrii influentei NAD" existent in stratul sensibil se realizeazd o determinare
ulterioard, efectuatd in absenta NAD". Incubarea cu inhibitor se efectueazi pe o perioadi definit de
timp, reactia fiind initiatd prin adaugarea de NAD" si aldehidi propionicid. Procentul de inhibitie
este determinat prin compararea raspunsului senzorului inainte si dupi inhibifie.

rdspuns relativ
4

incubare cu maneb

® @ @ @1%mﬂ,iﬁc
s

Timp

R = spilarea celulei
1, 2 : raspuns 100%
3 :analizi fird adifia “NAD”-ului
4  :raspuns rezidual dup inhibitie

Fig.4.18 Metoda de masurare a ditiocarbamatilor

Sensibilitatea senzorului a fost optimizati prin descresterea cantitatii de enzima imobilizatd
si prin cresterea timpului de incubatie cu pesticid. In figura 4.19 se poate observa ci pe masuri ce
cantitatea de enzima este redusa, viteza inhibitiei creste. De exemplu, pentru o concentrafie de 13
ppb maneb se obtine 20% inhibitie, pentru un senzor care confine 80 mUI de enzima si 65% pentru
un senzor continind 16 mUL

Pe de altd parte, mirind timpul de contact intre pesticid si senzor se poate mari
sensibilitatea. De exemplu, folosind 16mUI de enzimi, la o concentratie de 7 ppb maneb se obfine
20% inhibitie, pentru un timp de incubare de 2 minute §i 55 % pentru un timp de incubare de 10
minute.

Concentratia cea mai mica de maneb detectatd cu ajutorul senzorului a fost de 1,5 ppb. Prin
comparatie, metoda gaz-cromatograficd permite detectarea a 20 ppb, iar cromatografia de lichide de
inaltd performasntd a 200 ppb, in timp ce metodele standard spectrometrice permit detectarea numai
a 400 ppb.

Metoda bazatd pe biosenzori este mult mai sensibila §i simpld comparativ cu alte metode.
Unul dintre dezavantajele metodei constd in faptul cd inhibitia aldehid dehidrogenazei este
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ireversibili. Acest neajuns poate fi inliturat prin folosirea electrozilor pe baza de pasti de carbon,
care sunt de unica folosin{d §i au un pref de cost scazut.

00 19 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150

Conc.(ppb)

.....

biosezorului fati de maneb; (a) timpul de incubare 2 min. (#)0.016 U, (&) 0.080 Ul
timpul de incubare 10 minute (o) 0.016 Ui ( ) 0.080 Ul

Un alt inconvenient al metodei este legat de solubilitatea scizuti a acestor compusi in apa §i
in solventi organici, ceeeace face dificila atat extractia cat i detectia acestora.. S-a sugerat marirea
solubilitatii fungicidelor etilenbis-ditiocarbamate prin transformarea pesticidelor intr-o formi
disodica foarte solubild. Aceasta se poate realiza prin pretratarea lor cu o sare disodici a acidului
etilendiaminotetraacetic in conditii slab bazice (Figura 4.20).

S S
i i

- - 2
$ — C — NH—CH,— CH,*NH—C—S§ } M™"

EDTA/Na 2
S S
) l 1} ]
Na' §—C —NH—CH,—CH,*NH—C—S Na’
NABAM

Figura 4.20 Transformarea etilenbis-ditiocarbamafilor in s#rurile sodice (nabam)
prin intermediul EDTA.

In afara obtinerii unei solubiliti{i mari, aceasti form3 disodici corespunde compusului
nabam, care este un alt fungicid etilenbis-ditiocarbamat cunoscut ca inhibitor al aldehid

dehidrogenazei. intrucdt nabamul este un pesticid disponibil comercial, este posibild folosirea
acestui compus ca pesticid de referinta.

102

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



5. BIOSENSORI. APLICATII ANALITICE

Proicctarea, constructia si caracterizarea biosensorilor constituie o prcblemi de
mare actualitate pe plan mondial, aceasta datordndu-se in principal aplicatiilor multiple
ale acestor noi instrumente analitice.

Evolutia biosensorilor, s-a datcrat in mare parte progreselor inregistrate in cadrul
a doui domenii de Tnalta tehnologie §i anume: biotehnologia si electronica. Diversificarea
cercetdrilor din domeniul biotehnologiei, a condus la necesitatea realizarii unor tehnici
imbundtatite de detectie, incluzénd §i metodele bazate pe biosensori. Noile produse
rezultate din cercetdrile biotehnologice impuneau un contro! riguros al acestora, pe de o
parte, precum §i optimizarea proceselor fermentative si biochimice, pe de alta parte, lucru
care poate fi realizat prin intermediul biosensorilor. Deasemenea, computerizarea
sistemelor instrumentale simple a condus la cregterea capacititii de procesare a unui
numar mare de date. Din acest moment s-a simfit nevoia diversificarii sensorilor, acegtia
urménd sd corespunda necesitajilor impuse de computerizare.

Sensorii, sunt dispozitive care sesizeaza variatia unor parametri din sistem prin
emiterea de semnale corespunzatoare, corelate cu mirimea (intensitatea) parametrului
respectiv. Se mai numesc §i traductori, dupd functia lor de a transforma anumiti
parametri ai sistemului in marimi de aitd naturd. Sensori care emit un semnal corelat cu
concentratia unei specii din proba de analizat se numesc sensori (traductori) chimici.
Daca semnalul de iesire al unui traductor analitic este de naturd electricd, dispozitivul
respectiv se numeste traductor electrochimic sau sensor electrochimic.

Biosensorii pot fi definifi in modui cel mai simplu ca: "instrumente analitice care
transformd activitatea biologica intr-un semnal cuantificabil " [12]. Acestia constau
dintr-un sistem de doi traductori in contact direct (figura 5.1), i anume:

Traductor Proprietate fizico-chimici T i
raducto e raductor
nalit > biochimic a produsului/reactantului fizic Semnal electric :
(electrod) coreiat cu concentratia
analituhi

BIOSENSOR

Fig. 5.1 Reprezentarea schematicé a unui biosensor [13]

unul biochimic (responsabil pentru selectivitatea instrumentului analitic) §i unul fizic
(responsabil pentru sensibilitatea acestuia) si care coreleazi concentrajia compusului de
analizat cu un semnal electronic.

Dintre traductorii biochimici cel mai adesea se utilizeazd enzimele, dar st

imunoagenti, chemoreceptori, fesuturi §i organite celulare §i chiar microorganisme
iniacte.

Dintre traductorii fizici pot fi mentionati cei electrochimici, piezoelectrici,
termistorii, cei optoelectronici g.a. (tabelul 5.1).

In paralel cu extinderea cercetirilor din domeniul biosensorilor, s-a intensificat si
cercetarea in domeniul electrozilor chimic modificati. Acest domeniu de cercetare este
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atractiv datoritd multiplelor lui aplicatii [{4]. Un aspect interesant din acest domen_iu, il
reprezinti faptul cd suprafafa electrodului poate fi modificata chimig, in mod selvet.:tlv, m
scopul uiilizdrii acestora in cadrul unor deierminari practice specifice. Ccrf:etanlc din
acest domeniu vor conduce la noi directii in proiectarea si realizarea bicsensorilor.

Tab. 5.1..Componente utilizate in constructia biosensorilor{12]

Traductori biochimici Traductori fizici
| Organisme Potenfiometrici

8 Tesuturi Amperometrici
Celule Conductometrici
Organite Impedimetrici
Acizi nucleici Optici

& Enzime Calorimetrici

i Componente enzimatice Acustici

8 Receptori
§ Anticorpi

Biosensorii clasici conventionali, sunt construiti folosindu-se tehnologia “bulk” in
care componentele individuale sunt asamblate fizic. Acest mod de constructie al
electrozilor, este limitat la doud suprafete dimensionale, astfel incit, fiecare sensor
trebuie construit individual. Inconvenientele acestei tehnologii clasice, sunt legate, in
primul rind, de faptul cd este foarte dificild realizarea optimizini micromediului
suprafetei, biosensorii astfel iealizati fiind greu de miniaturizat. Deasemenea,
membranele, relativ groase, impun procese complexe §i lente de difuzie astfel incat
reactantii sd reactioneze cu enzima, precum §i pentru ca produsii de reacfie si ajungz la
suprafata electrozilor. Vitezele de difuzie mici afecteazi timpul de raspuns al electrozilor,
si deci rapiditatea determinérilor. In plus, pentru sensorii avind la bazi procese lente si
complexe de difuzie, vitezele de difuzie trebuie s rimana constante pentru ca altfel
calibrarea §i mai important, pdstrarea calibrarii, sunt dificil de realizat. Un numar de
factori pot influen{a vitezele de difizie precum §i performantele stratului enzimatic si in
final caracteristicile de raspuns ale sensorilor. Datoriti celor mentionate mai sus, rezulta
clar faptul cd in general, constructia majorititii biosensorilor este dificil de realizat. in
concluzie, se poate afirma c tehnologia “bulk” nu corespunde tendintelor actuale de
miniaturizare §1 microelectronizare a sensorilor. Miniaturizarea biosensorilor este un
aspect critic in aplicagiile acestor instrumente “in vivo” in domeniul clinic.

Microelectronica este strans legatd de miniaturizare datoritd circuitelor electrice
de dimensiuni reduse si a elcctronicii generate de tehnologia semiconductorilor. Scopul
final pentru reunirea dintre biosensori §i microelectronica este realizarea unui “biocip”
(adicd integrarea unui sistem de biosensori cu un “micro-cip” pentru a rezulta un sistem
bioelectric), in cadrul cdruia sensori multipli 5i procesarea electronici electrochimica se
gdsesc pe acelagi “cip”. In mod ideal o astfel de tehnologie ar produce un “biocip”
miniaturizat multisensor, care ar putea fi produs in masi, la un pref de cost scizut. In
perspectivd, biosensorii vor necesita un control intentionat al structurii moleculare a
suprafetei, pentru a se realiza aplicatii specifice. Microstructura suprafetei va deveni in

perspectivd din ce in ce mai complicatd §i odatd cu optimizarea acesteia, ea va putea
indeplinii o functie specifica.
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5.1. BIOSENSORI CLASICI

Tendintele actuale de dezvoltare ale biochimiei analitice se caracterizeazd §i pun
utilizarea pe scard largd a metodelor electrochimice, a procedeelor care au la bazi
detectarea §i prelucrarea unui semnal de naturd electrici. Un astfel de semnal apare in
urma interactiei sistemului analitic cu semnalul de excitare aplicat sistemulu, el fiind
corelat cu natura, calitatea §i cantitatea componentilor de determinat. Dacd semnalul de
excitare este de naturd electricd, astizi, dupd natura sistemului de analizat, se folosesc
functii de timp ale curentului sau ale tensiunii foarte diferite §i complexe. fn general se
aleg acele forme de curent sau de potential care asigurd o selectivitate §i o sensibilitate
maxima.

Biosensorii, reprezintd una dintre cele mai interesante combinatii intre reactiile
chimnice, avind la bazd biocatalizatori gi deterimirile chimice bazate pe electrozi.
Biocatalizatorul este fixat pe suprafata electrodului, el facind posibiid reactia unei
molecule organice (substrat) in cadrul careia se consuma sau se produce o specie chimica
electroactivd, care poate fi masuraté prin intermediu! unui sensor electrochimic:

BIOCATALYZATOR
SUBSTRAT »  PRODUSIDE REACTIE

in constructia biosensorilor clasici au fost utilizafi atdt sensori potentiometrici cét
si amperometrici; legat de acest aspect, in literatura de specialitate au apirut o serie de
reviuri §1 monografii.

In acelasi scop, au fost utilizati §i diferi{i biocatalizatori si anume: enzime,
organite celulare, fesuturi, precum §i celule bacteriene intacte. S-a ardtat cd, in unele
cazuri, ultimele tipuri de biocatalizatori prezinti o serie de avantaje comparativ cu
folosirea sistemelor enzimatice, in special in conditiile in care enzima respectivd nu poate
fi usor izolati. Folosirea biocatalizatorilor in cadrul determinarilor analitice, face ca
reactia sd aibd loc in conditii bldnde de temperaturd si pH, la concentratii mici de
substrat.

Urmirirea electrochimici a reactiilor avand la bazd biocatalizatori, conduce deci
la o tehnica eficace cu un consum mic de reactivi, care prezintad multiple aventaje.

Din cele expuse mai sus, se poate afirma ci o directie principald de studiu din
domeniul bioelectrochimiei analitice o prezintd realizarea §i caracterizarea sensorilor cu
membrand biocatalitica (biosensorilor).

Biosensoril gi-au gasit aplicatii in domeniul chimiei analitice, clinice, a mediului
inconjurétor, alimentare, agrochimiei, biochimiei §i biofizicii. Pe lidnga faptul ci prin
intermediul acestora pot fi determinate substante biochimice importante, cum sunt:
proteinele, enzimele, precum si diferitii metaboliti rezultati sau utilizafi in cadrul
proceselor biochimice din organism, biosensorii pot fi folositi §i-n detectarea unor
intermediari instabili, rezultafi din reactii sau procese metabolice, putindu-se astfel
observa modificdrile in mecanismele reactiilor biochimice, ceea ce in final, poate
conduce la elucidarea lor.

In perspectiva, biosensorii isi vor gasi din ce in ce mai multe aplicaii in controlul
analitic al proceselor chimice sau biotehnologice; informatia obtinuti rapid §i continuu
prin intermediul acestora va putea fi folositd pentru mentinerea parametrilor caracteristici
ai unui proces pe un domeniu optim.
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5.1.1. PRINCIPIUL DE CONSTRUCTIE $I FUNCTIONARE AL
BIOSENSORILOR

Biosensorul este un instrument analitic care are la bazd un material biologic
sensibil (traductor bicchimic) prin intermediul céruia se pot detecta specii biochimice sau
chimice in mod direct firi o prelucrare complexd a probei. Acesta este realizat prin
fixarea traductoruiui biochimic pe suprafata unui traductor fizic adecvat care are rolul de
a transforma semnalul biochimic (rdspunsul biochimic) intr-un semnal analitic
cuantificabil si procesabil. Deci biosensorii sunt instrumente anlitice constand din doud
traductoare biochimic si fizic In contact direct §i care coreleazd concentraia compusului
de analizat cu un semnal eleciric (figura 5.2.).

’ Masurare ’

I Amplificare §

B

I

0
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E

N

I S
O

R

Proba de analizat

Fig. 5.2 Principiul constructiv i de functionare al unui biosensor

Traductorul biochimic este responsabil pentru recunoasterea moleculari specifici
a compusului de analizat; este evident din reprezentarea schematici a biosensorului
(ﬁgu¥a 5.2.), cd recunoasterea moleculard a compusilor de analizat in amestecul de
reacfie se realizeazd pe principiul “cheii” i “lacitului” (principiul complementaritatii
structurale) intre componenta biochimica gi compusul chimic de determinat.

Principiul de funciionare al unui biosensor se bazeazi pe difuzia substratului spre
suprafafa detectorului, unde are loc initial interactia cu traductorul biochimic (enzime,
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microorganisme, fesuturi, etc.); dacd componenta biochimicd (molecule biochimice)
interactioneaza specific §i reversibil cu compusul chimic de determinat (substrat), apare o
modificare a unuia sau a mai multor parametrii fizico-chimici asociati cu aceastd
interactie. In urma acestei’ interactii pot apirea modificiri ale masei, de temperaturd,
generare de ioni, electroni, lumind sau degajare de gaze. Aceste cantitdfi sunt
transformate intr-un semnal analitic de catre traductoru! fizic, amplificate, procesate §i

afigate intr-o forma adecvata.

In tabelul 5.2, sunt prezentate diferitele tehnici utilizate pentru mdsurarea
semnalujui analitic §i deci care pot detecta cantititile mentionate mai sus, precum §i
diferitele tipuri de substante care pot fi determinate.

Tab. 5.2 Tipuri de traductori utilizati in constructia biosensorilor

TRADUCTOR

TIP DE DETERMINARE

APLICATIE

{ 1. Electrometric

a) conductometric

Conductanta

Reactii catalizate enzimatic

b) electrod enzimatic

Amperometrica (curent)

Substrat enzimatic, sisteme
imunologice (Ag/Ac)

§lc) electrod ion-selectiv
(EIS)

Potentiometrica (tensiune)

Toni in medii biologice,
substrate enzimatice,
imunoelectrozi

I d) tranzistor cu efect de

cémp (FET)

Potentiometrica {tensiune)

Joni, gaze, substrat
enzimatic, sisteme
imunologice

e) electrod gaz-sensibil

Potenfiometrica (tensiune)

Gaze, enzime, organite
celulare, electrozi tesut

Impedimetric Impedanta Imunosensor enzimatic
il 2. Optoelectronic fibre Substrat enzimatic, analiti
ll optice, dispozitive cu | Optic imunologici
I ghid de undi

3. Cristale piezoelectrice

Diferen{a de masa

Substante usor volatile,
analiti imunologici

4. Termistori

Termometrie / calorimetrie

vitamine, analiti imunologici

Enzime, celule, tesut, gaze,
poluanti, antibiotice,

Alegerea traductorului §i constructia de bazi a biosensorului trebuie sa
indeplineascd o serie de caracteristici dintre care se menfioneaza urmaitoarele:

- selectivitate ridicata fajd de compusul de analizat;

- sdraspunda liniar pe un anumit domeniu de concentratii relevant pentru proba

analizata;

- sd prezinte un timp de raspuns si de revenire rapid (circa 1-3 minute);
- sd poatd fi miniaturizat ;
- sd poatd compensa (intemn) deplasarea determinatd de temperatura sau de alti

factori;

- si prezinte reproductibilitate in conditiile aplicatiilor practice.
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Deoarece componenta biochimici este responsabild de recunoagterea compusului
de analizat dintr-un amestec complex, aceasta determind selectivitatea sensorului, fiind
parfial responsabild si de sensibilitatea acestuia. De cele mai multe ori selectivitatea
biocomponentului este micgorata de traductorul fizic.

Traductorul fizic transformi semnalul biochimic intr-un semnal electronic, fiind
resposabil de sensibilitatea acestuia. Existd o varietate mare de traductori fizici, 1ar dintre
acestia trebuie ales cel care este cel mai adecvat masuririi modificarii proprietatii fizice
sau chimice rezultate in sistem. Dintre traductorii fizici se pot mentiona cei
electrochimici, optici, termici, piczoelectrici (tabeful 5.2). In prezent sunt utilizate gi
evaluate diferite tehnici de mdsurare a rispunsului precum §i diferite tipuri de traductorn
fizici. Dintre traductorii mentionati cel mai adesea in practicd se folosesc sensorii
amperometrici §i potentiometrici. Acesti sensori pot constitui o alternativd puternica si
ieftind la tehnologiile conventionale permitind identificarea substanjelor de analizat in
prezenta a numerogi compusi interferenti.

Biosensorii prezintd o serie de caracteristici unice cum sunt: forma compacta,
usurinta (simplitatea) In utilizare, posibilitatea realizérii analizei intr-o singurd etapa fara
un consum aditional de reactivi, absenta radicactivitafii.

In tabelul 5.3, se redau o serie de substante (compusi de analizat) a cdror
deterininare este frecvent intdlnitd in literatura de specialitate §i care pot fi dozati prin
intermediul unor biosenson de specificitate si selectiviiate adecvata.

j| Compusi Exemple
il Gaze anestezice N,O

CO,, 0,

§ Gaze respiratorii

jl Gaze inflamabile CH,
CO, H,S,Cl,, NH,

Gaze toxice
| Metabolif) Glucozi, uree

Metaboliti in urine Hormoni,steroizi,
i oni H*, Li*, Na*, K*, Ca®, PO* 4

{l Ioni ai metalelor grele
Vapori organici toxici
Proteine,acizi nucleici

Pb2+, Hg2+, Cu+, Cd2+
Benzen, toluen
AND, ARN, cazeina

d Microorganisme

Virusi, bacterii

5.1.2 DEFINITIA BIOSENSORILOR

Conform definifiei [IUPAC, un biosensor este un instrument analitic integrat i
compact, capabil de a genera informatii analitice cantitative sau semi-cantitative
specifice, el fiind realizat prin cuplarea directi a unui bioreceptor (componenta
biochimicd) cu un traductor fizic. Se recomandi deasemenea, a se face o distictie clara
intre biosensor §i sistem bioanalitic, sistem care necesiti de obicei o serie de etape
aditionale de prelucrare a probei cum ar fi adiugarea de reactivi. In plus, biosensorul
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trebuie delimitat de bioprobd care in general este de unicid folosin{d, sau nu poate fi

utilizatd in monitorizarea continud a concentrafiei compusului de determinat.

Biosensorii pot fi clasificati functie de componenta biochimicd sau functic de
traductorul fizic utilizat in costructia acestuia (figura 5.3).

.BIOSENSOR
O -Enzime -Electrozi
Y -Microorganisme -Transistori cu
efectde cAmp = Componente
Ao -Imunoagenti -Termistori AMPLIFICARE | micre-
A >— -Chemoreceptori -Fibre optice > 4 electronice
O -Tesuturi,organite -Cristale
AM>»—  celulare piezoelectrice
Proba Bioreceptor Traductor Semnal Procesarea
) datelor
¢ > —>¢ —¢ > ¢ -

Fig. 5.3 Reprezentarea schematicd a unui biosensor incluzand diferitele componente bio-
chimice §i diferitii traductori fizici care pot fi utilizati in constructia acestora [12]

Dintre biosensorii realiza{i pni in prezent, numai cei enzimatici amperometrici si
potentiometrici au fost comercializati restul aflandu-se in stadiul de cercetiri
fundamentale aga cum rezulta si din tabelul 5.4.

Tab. 5.4 Stadiul actual al cercetarilor in domeniul biosensorilor [(X) cercetéri fundamentale,

(xx) cercetdri fundamentale si realiziri de prototipuri,(xxx) cercetéri fundamentale si
instrumente comercializate] [12].

Chemo-
receptor

Biosensor Celule,
Micro-

Organisme

Enzima

Traductor

Ampero-
metricd

Pontetio-
Metrica
Semiconductor

{ ISFET)
Termistor
Fotometric
(fibre optice)
Piezoelectric

(cuarp)

Chemomecanic
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5.1.3. DEZVOLTAREA ISTORICA A CONCEPTULUI DE BIOSENSOR

Este binecunoscut faptui ¢ domeniul sensorilor bazati pe recunoagtere fizica este
mult mai dezvoltat comparativ cu cel al sensorilor bazafi pe recunoastere chimica. in
ultimii 35 de ani, s-a dezvoltat un nou concept de sensor bazat pe recunoastere
biochimici denumit biosensor, in constructia ciruia se utilizeazd molecule biochimice in
contact intim cu un traductor fizic.

in prezenta unui substrat care poate fi recunoscut de componenta bxochlmlca se
obtine un semnal care poate fi detectat prin intermediul unui traductor fizic, semnal
corelat ulterior cu concentratia substratuiui.

Enzimele au fost des utilizate fmpreund cu diferitii electrozi in scopul realizarii
electrozilor enzimatici, majoritatea elecirozilor enzimatici realizati au avut la bazd
detectori electrochimici comercializati, prin intermediul cidrora se urmadregte variafia
concentratiei reactantilor sau a produsilor implicati in reacfia enzimaticd si astfel in mod
indirect se determina concentratia substratului enzimatic.

In anul 1962, Clark si Lvons [15] au fost primii cercetitori care au descris
conceptul de biosensor. Et au studiat posibilitatea utilizarii unor membrane confinind
enzime specifice pentru transformarea ureei sau glucozei in produsi detectabili prin
intermediul unui sensor de pH, sau pentru oxigen. Autorii, au realizat un sensor pentru
glucozd, obtinut prin imobilizarea giucoz-oxidazei (Gox) in gel de poliacrilamidi si
fixarea preparatului enzimatic obtinut pe suprafata unui sensor pentru oxigen, realizind
astfel un contact intim cu sensorul de oxigen (figura 5.4). Electrodul de oxigen este un
sensor amperometric care masoard intensitatea curentului care traverseazi celula atunci
cénd intre cei doi electrozi (catod metal nobil —Au sau Pt si anod Ag) se aplicd o diferentd
de potential (-0,6 V) [16]. In absenta glucozei electrodul raspunde fatd de concentratia de
oxigen din solutie. Prin adaugarea glucozei oxigenul din solutie este consumat in cadrul
reactiei de oxidare enzimaticd a glucozei la acid gluconic si deci mai putin oxigen ajunge
la suprafata sensorului. Aceasta se traduce printr-o scidere a curentului observat

(inregistrat); mdrimea acestei modificiri In curent este corelatdi cu concentraia de
glucoza.

Reactia enzimatica

Glucoza Glacozoxidaza Glucolactona
+ +
0, H,0,
Reactia electrochimica
H,0, = 2H*+ O, + 2e"

Fig. 5.4 Reprezentarea schematicd a sensorului enzimatic clasic pentru glucoza
(R.Clark, C.Lyons) [15].
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Ulterior in anul 1967, Updike si Hicks [17] au preluat acest concept, l-au
dezvoltat si au introdus termenul de “electrod enzimatic”, pentru a descrie noul
instrument analitic. Aceasta descoperite a reprezentat un pas decisiv in analiza
biochimica. Astfel s-a creat o noud clasid de sensori numita biosensori (sau sensori de
membrand biocatalitici). Acegtia au rezultat prin asocierea dintre sensorii existen{i cum ar
fi cei amperometrici, potentiometrici, termici, piezoelectrici, acustici §i optici §1 sistemele
biologice cum ar fi enzimele, celulele, microorganismele, receptorii chimici §i agenti
imunologici.

Interesul asupra domeniului electrozilor enzimatici a crescut mult in ultimii ani;
astfel de la primele publicatii ale lui Guiilbault [18], care a realizat un electrod enzimatic
potentiometric pentru determinarea ureei, in literatura de specialitate au aparut mii de
articole legate de realizarea, caracterizarea gi utilizarea practicd a biosensorilor in
determinarea diferitelor substrate. Toate acestea au condus incepand cu anii 1980, la
aparitia unuei reviste internationale de specialitate intitulatid "BIOSENSORS".

Lucririle de pionerat ale lui Clark §i Lyons, respectiv Updike gi Hicks au stimulat
progresul in utilizarea enzimelor imoblizate in cadrul analizei chimice. Modul de
realizare al primului sensor de glucozd este simplu drept concept, dar are si unele
dezavantaje, dintre care cel mai notabil este dependenta raspunsului de concentratia de
oxigen. De-a lungul anilor, s-au facut diferite Incerciri pentru a se minimaliza sau
indeparta acestd dependentd; de exemplu recent Gough si colab. [19] au propus o noud
variantd de construcfie a electrodului enzimatic pentru glucozd in care geometria
electrodului a fost astfel proiectatd incat O, poate ajunge la suprafaja sensorului pentru
oxigen atat prin difuzie axiala cat §i radiald, in timp ce giucoza poate ajunge numai prin
difuzie axiald. Prin acest mod de constructie transportul de masa al oxigenului este mult
marit comparativ cu cel al glucozei §i astfel problemele legate de concentraiia de O, sunt
minimalizate dar nu rezolvate.

Metodele electrochimice bazate pe electrozi enzimatici implicd in mod frecvent
masurarca fie a consumului de oxigen utilizdnd un elcctrod de tip Clark, fie formarea de
H,0, utilizdnd un electrod de Pt. fn ultimul caz este necesari aplicarea unui suprapotential
(+ 0,7 V), potential ia care unele specii, cum ar fi acidul ascorbic §i acidul urc, sunt
deasemenea electroactive. Efectul acestor interferen{i determind o dificultate majora in
analiza unor probe biologice fari o pretratare prealabild a probei.

5.1.4. APLICATIILE BIOSENSORILOR

Proiectarea, construcfia §i caracterizarea biosensorilor constituie o problema de
mare actualitate pe plan mondial, aceasta datorindu-se in principal aplicatiilor multiple
ale acestor noi instrumente analitice in diferite domenii cum sunt: chimie, biochimie,
controlul proceselor tehnologice §i biotehnologice, medicina, agricuiturd, industria
alimentard, mediul inconjuritor, apirare si securitate. in tabelul 5.5 sunt redate aplicatiile
biosensorilor in diferitele domenii.

Numarul compugilor chimici §i biochimici care pot fi determinafi prin intermediul
biosensorilor este in continua cregtere, fapt datorat in principal folosirii pe scard largi a
tesuturilor vegetale §i animale, a microorganismelor intacte, a enzimelor solubile sau
imobilizate, in realizarea acestor instrumente analitice.
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Biosensorii si-au gisit largi aplicatii in determindrile clinice, biomedicale st
farmaceutice, ei fiind utilizati tot mai mult pentru determinarea unor metaboliti
importanti cum ar fi: glucoza, ureea, glutationul, colesterolul, alcoolul, aminoacizii,
hemoglobina, etc. Domeniul biomedical constituie poten;iala piajd de comercializare a
biosensorilor, datoritd in principal posibilelor aplicafii aie acestor instrumente in special
in scopul mentinerii sanatafii. In prima fazi, a fost realizat electrodul bazat pe glucoz-
oxidaza (Gox), pentru determinarea glucozei din singe §i urind, pentru diagnosticarea
diabetului. Acesta a fost urmat de electrodul peniru lactat, realizat 1o scopul evalvirii
efortului muscular si de electrozii pentru urec §i creatinind, pentru controful functiilor
renale. O serie de alti biosensori au la baza, fie enzime, fie anticorpi, pentru determinarea
neurotransmitatorilor, hormonilor si a altor metaboliti importanti.

Tab. 5.5 A hca ii posibiie ale nosensorlior

Domeniul Aplicatii

}| Clinic/medical Analiza medicamentelor, analiza singelui, monitorizarea |
medicamentelor terapeutice, diagnostice clinice :
Industrial Procese biotehnologice §i fermentative, procese industriale gi |§
alimentare, controlul calitafii, detectia contaminantilor,
analiza apei §i apelor uzate, detectia unor produsi/subprodusi {§
toxici, testarea produselor cosmetice ;
|Agricultur5/vetcrinar Diagnosticareca bolilor la plante §i animale, detectia
|

compusilor toxici, testarea calitiii solului §i apei, masurarea ||
necesarului biochimic de oxigen, controlu! calitatii |
produselor vegetale si animale, monitorizarea pistririi lor in [§
timp. '
Securitate/aparare Detecfia substantelor chimice diunitoare si agentilor
biologici, incluzind explozivi, gaze de lupti, micotoxine, [
virugi, bacterii patogene si toxine biologice.
8l Mediu Detectia unor compugi chimici toxici in apd, aer, sol, detectia |f
' contaminarii personale.
8 Robotica Instrumente senzoriale pentru constructia unor sisteme
automate care functioneazi in medii ostile, in mediu casnic i

w

Biosensorii implantabili au, de asemenea, apticatii in domeniul biomedical acestia
putédnd fi tmplantafi in regiuni precise ale organismului uman, firi a fi necesari o
extractie sau un consum de lichide biologice. Astfel, se pot obtine rezultate imediate, care
sunt extrem de utile in conditiile impunerii unor decizii rapide, spre exemplu in cazul
operatiilor. In viitor, biosensorii vor putea fi utilizati in controlul si reglarea
medicamentelor din organismul uman

Existd, de asemenea, 0 mare cerinti pentru biosensori in industria alimentar3, In
scopul urmdririi diferitelor etape de productie §i de control al calitatii produsului final.

Electrodul de glucozi este folosit pentru urmérirea procesului de fermentatie, cel

de lactat pentru controlul calitifii laptelui si iaurtului, iar cel de etanol pentru evaluarea
concentratiei de alcool in biuturile alcoolice.
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Electrozii microbieni, pot contamina proba prin eliberarea microorganismului n
mediul de determinare. Ei sunt utili, totusi, in contrelul poludrii mediului (cum ar fi
estimarea poludrii organice). Prin intermediul lor se poate determina necesarul biochimic
de oxigen, care nu necesitd procedee selective. Toxicitatea totald a unor compusgi chimici
poate fi masuratd prin urmdrirea inhibifiei unei enzime specifice (acetil-colinesteraza)
imobilizate pe suprafata unui electrod. Biosensorii enzimatici pe baza de colinesteraza
reproduc inhibitia enzimaticd din corpul uman si detecteazd compusii organofostorici
prezenti ca agenti poluani in mediu. Biosensorii pot genera informatii continue asupra
starii mediului inconjurdtor §i reprezintd buni inlocuitori pentru testele biologice care
utilizeaza specii vii, precum pestii.

Alti biosensori aflafi in studiu la ora actuald vizeaza detectia agentilor biologici,
cum ar fi virusii, bacteriile §i substantele toxice, care sunt inclugi in compozifia unor arme
bacteriologice.

fn ultimii ani combinarea cunostiintelor din electrochimie, biochimie, fizicd i
tehnologia circuitelor integrate a condus la realizarea unor biosenzori foarte specifici
sensibili, selectivi si precigi. In perspectivi, pe plan mondial se intrevede posibilitatea
comercializarii biosensorilor in domeniile prezentate mai sus; in tabelul 5.6 se reda
comparativ evolutia comercializarii acestora in decursul anilor.

Tab. 5.6 Coniercializarea pe plan mondial a biosensorilor [12].
)l Domeniul 1995

Milioane $
Diagnostic clinic _ 85
Analize industriale . 20
Agriculturd/veterinar 50°
Apdrare 15

Instrumente medicale 25
| Mediu 20
il Roboticid 5
Diverse 10

240

fn anul 1987 piata comerciali a biosensorilor a fost de 25 milioane $, dintre care
vanzérile in domeniul clinic, biomedical §i al sinatitii cifrindu-se la aproximativ 10
milioane $. Intr-un studiu de prospectare al pietii in demeniul comercializirii

biosensorilor, pentru anul 2000, prognoza specialigtilor prevede o crestere a vinzirilor
redata in tabelul 5.6.

5.2 TEHNICI DE IMOBILIZARE A BIOCOMPONENTILOR
PE SUPRAFATA SENSORILOR

In mod clasic biosensorii se realizeaza prin “tehnologia bulk” discutati anterior,
in care componentii individuali sunt fizic asamblati.

Caracteristicile de raspuns ale biosensorilor depind Tn principal de modul de
realizare al legirii (cupldrii) dintre componenta biochimica si suprafata traductorului
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electrochimic, deci de imobilizare a biocomponentului. Aspectele detailate legate de
imobilizarea biocomponentilor pe diferite suporturi §i suprafefe au fost discutate in
capitolul 1. Biocomponeniii, cel mai adesea utilizafi in constructia biosensorilor sunt
enzimele si deci se vor trata pe scurt, in special imobilizarea acestora; multe dintre
metodele si tehnicile relative la imobilizarea enzimelor sunt general aplicabile pentru
majoritatea biocomponentilor.

Prin imobilizare enzimele pot fi ugor separate din amestecul de reactie si
refolosite. In plus, printr-un control adecvat al micromediului din vecindtatea enzimei
imobilizate si printr-o modificare chimici a suprafetei de electrod, intentionat, rafionala
si stabild se pot obtine proprietafi dorite ale acestor instrumente analitice cum ar fi: o
stabilitate crescutd, o sensibilitate maritd, rdspuns rapid, posibilitatea utiliziri lor in
analiza in flux (FIA), flexibilitate in alegerea dimensiunilor si formei electrodului,
posibilitatea miniaturizarii acestuia, sau folosirea unor suprafefe complexe cum este
RVC-ul (electrodul reticulat de cérbune vitros) si prevenirea acoperirii suprafetei cu
compusi nedoriti, sau precipitate, precum §i eliminarea unor interferenfe posibile.

Prin studii teoretice, Mell si Melloy [20] au demonstrat faptul cd, curentul stiri
stafionare pentru biosensorii amperometrici este determinat in mare misurd de aria
efectivd a electrodului, de grosimea membranei si de concentratia de enzima imnobilizata
activd, Din aceste studii a rezultat ca biosensorii amperometrici avand la baza straturi
enzimatice subtiri dar foarte active pot conduce la performante optime din punctul de
vedere al raspunsului §i al sensibilitatii.

Dupi cum s-a ardtat (vezi paragraful 1.4) exista diferite procedee de imobilizare a
componenfilor biochimici pe suprafata sau in imediata vecinatate a traductorului fizic.
Multe dintre proprietitile biosensorilor depind de metoda de imobilizare. Termenul de
imobilizare a enzimelor se refera la procesul de localizare fizicd a moleculelor de enzimai,
pentru a fi utilizate in cadrul unui proces catalitic continuu.

Prin ajustarea factorilor de mediu ale enzimei imobilizate acestea sunt plasate
intr-un mediu mai apropiat de cel natural, ceea ce face ca ele si prezinte o stabilitate
miritd in tmp fajd de vanatiile de temperaturd, pH, tirie ionicd, sau fatd de acfiunea
diferitilor inhibitori. In scopul imobilizarii enzimelor se utilizeazi doud tehnici majore §i
anurue: chimice si fizice (discutate la paragraful 1.4).

In istoria electrozilor enzimatici, in general enzimele au fost imobilizate in
membrane hidrofile, ulterior ele fiind fixate pe suprafata unui electod. In mod firesc,
primele metode de fixare au presupus o ictinere fizicd, in scopul unei meniineri pe cat
mai mult posibil a integritdtii sistemului biologic.

La sfarsitul anilor '70, enzimele au fost direct imobilizate pe suprafata unui
electrod, fie prin adsorbtie, prin legare covalent3, entrapare, legare incrucigati sau prin
electropolimerizare.

Imobilizarea enzimelor este o etapi de maximd importan{i in constructia
biosensorilor. Atita timp cdt enzimele rimén active imobilizarea acestora permite
folosirea lor repetitivi putindu-se astfel realiza determiniri multiple [21].

Imobilizarea a mai mult de o enzimd pe un acelasi suport, a reprezentat un alt pas
important in dezvoltarea sensorilor enzimatici. O singurd enzimi nu este intotdeauna
suficientd pentru a transforma substanta de studiat intr-o forma detectabild de citre
traductorul fizic. Adesea, este necesar si se foloseasci mai multe enzime pentru a se
realiza o serie de transformiri, astfel incat produsul primei reactii devine substrat pentru a
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doua, s.a.m.d. Incorporarea mai multor enzime in acelasi sensor prezintd urmditoarele
avantaje: transformarea compusului de analizat prin intermediul unei secvenfe de reactii
Tntr-o formi detectabila electrochimic, minimalizarea interferentelor posibile din proba de
analizat, posibilitatea refolosirii reactantilor.

Imobilizarea mediatorilor redox a fost realizatd recent. Acesti compugi cum sunt
ferocenii sau sarurile organice conductoare tetraciano-chinodimetan (TCNQ) pot fi
imobilizate pe suprafata unor polimeri conductori cum este polipirolul. Mediatorii, in
general, au rolul de a reoxida chimic cofactorii enzimatici eliminnd astfel dependenta
sensorilor enzimatici de concentratia de oxigen [22,23]. in cazul sensorului enzimatic
pentru glucozd fird mediatori, oxigenul, fiind acceptorul natural pentru electroni ai
reactiel catalizate de glucoz-oxidaza, este esential pentru regenerarea cofactorului (FAD)
pe parcursul oxidarii glucozei. Folosirea mediatorilor reprezintd o contributie importanta
in analiza biomedicala, in special in cadrul masurdtorilor “in vivo” unde concentratia de
oxigen este variabili. in situatia in care se folosesc mediatori redox in constructia
biosensrilor, acestia pot functiona §i in absenfa oxigenului, ceeace este important pentru
studiul proceselor fermentative anaerobe. Regenerarea mediatorilor necesitd totugi
electrozi amperometrici care genereaza curentul necesar pentru reoxidarea cofactorului.

S3ELECTROZI ENZIMATICI BAZAT!I PE TRADUCTORI
ELECTROCHIMICI

Sensorit electrochimici sunt traductori care transformd parametrul concentratiei
intr-o marime de natura eiectricd: curent, potential de electrod, rezistentd, conductivitate,
impedanta, etc. in functie de natura semnalului de iegire, se deosebesc trei mari categorii
de sensori electrochimici: potentiometrici, amperomertici §i conductometrici. Dintre
acestia, in continuare vor fi descrisi sensorii potentiometrici §i sensorii amperometrici,
deoarece, acestia sunt cei mai utilizati in constructia biosensorilor.

Utilizarea sensorilor electrochimici in constructia biosensorilor oferd o serie de
avantaje dintre care se mentioneaza: sensibilitate ridicati, domeniul mare de linearitate,
metodele in care se utilizeaza preupun folosirea unor volume mici de proba, pret de cost
scazut, posibilitdfi de utilizare in cadrul metodelor FIA i " in vivo " , de miniaturizare,
oferd posibilitatea studierii i determindrii oricdrei specii electrochimic active, prezinta un
caracter nedistructiv asupra probelor.

In cazul sensoriior potentiometrici interfata, masoard concentratia stérii stajionare
a unor specii rezultate din reactia enzimatici. Concentratia stirii stationare este cinetic
determinatd §i depinde de transportul de mas3 a substratului sau produsului de reactie
spre suprafata sensorului si in masa solutiei precum s§i de concentratiile lor initiale. In
plus, in cazul sensorilor enzimatici potentiometrici este importantd asigurarea unei
cinetici rapide §i existenta unui potential de referini stabil.

in cazul sensorilor electrochimici amperometrici, se urmireste in mod direct
viteza reacfiei enzimatice prin misurarea curentului. Un rol important in funcfionarea
acestora il are §i transportul de masid al substratului precum §i potentialul impus
electrodului care poate influenta cinetica reactiilor de electrod (reactiile lente pot fi
accelerate prin marirea potentialutui).
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in general, comparindu-se biosensorii amperometrici §i cei potenfiometrici, din
punctul de vedere al caracteristicilor de rispuns, rezultd ci primii prezintd o seric de
avantaje comparativ cu ceilalti.

Potentiometria este o tehnicd la care curentul se mentine constant gi se mésoard
diferenta de potential dintre doi electrozi care este o functie logaritmicd de activitatea
ionilor din solutie. in cadrul metodelor amperometrice de analizd se aplicd un anumit
potential intre electrozi §i se médsoard curentul care este o functie liniard de concentratia
speciei reactionate la interfata electrodului in solutie. '

Relatia intre aceste doud metode vine de la faptul cd orice celuld electrochimica
este caracterizatd printr-o functie de trei variabile (la temperaturd §i presiune constanta):
potentialul, curentul §i activitatea speciilor chimice din solutie.

Biosensorii sau sensorii cu membrand cataliticd sunt instrumente analitice in care
un biocatalizator (enzimd, sisteme multienzimatice, componente membranare, fractiuni
subcelulare sau organite celulare, tesuturi, celule bacteriane intacte) este fixat pe
suprafata unui sensor electrochimic, el ficind posibild reactia unei molecule organice
(substrat) in cadrul cireia se consumé sau se produce o specie chimici electroactivd ce
poate fi misuratd prin intermediul sensorului electrochimic. In figura 5.5 este redati
reprezentarea schematicd a unui biosensor.

traducior
electrochimic

difuzie

difuzie si
solutie convectie

Fig. 5.5 Reprezentarea schematici a principiului de constructie
si functionare al unui electrod enzimatic

Deoarece componenta biolochimici (enzima) este responsabili pentru
recunoasterea compusului de analizat, ea este cea care determini gradul de selectivitate al
metodei analitice. Practic are loc o reactie catalizati enzimatic, in cadrul cireia se
consumd sau se produce o specie chimica electroactivi, care poate fi detectatd prin

intermediul sensorului. Deci, enzima catalizeazi reactia ce permite determinarea
substratului sau a efectorilor.

Traductorul electrochimic este cel care converteste semnalul biochimic intr-un
semnal electronic, care poate fi procesat si misurat.
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Existd in prezent doud tendinte principale pentru realizarea biosensorilor. Una
dintre acestea constd in utilizarea enzimelor jzolate, sau a unor sisteme enzimatice care
conduc la reactii catalizate enzimatic cuplate.

Cea de a doua constd T utilizarea unor complexe biocatalitice, incluzind celule
bacteriene gi fragmente de fesuturi animale §i vegetale, care inlocuiesc enzimele izolate.
In cazul biosensorilor avind la bazd organite celulare, tesuturi sau celule bacteriene
intacte, activitatea biocataliticd se datoreaza unei enzime sau complex enzimatic localizat
in interiorul materialului biocatalitic [24].

in tabelul 5.7 sunt redate diferitele tipuri de biocatalizatori care stau la baza
constructiei biosensorilor clasici, prezentindu-se totodatd §i citeva dintre avantajele sau
dezavantajele folosirii acestora.

Tab.5.7 Principalele tipuri de biocatalizatori utilizati in constructia bioscnsorlor.

Biocatalizator Avantaje Dezavantaje
$1. Enzima izolatd Selectivitate si activitate mare Utilizare s 8
: stabilitate limitata
Secventa Posibilitati multiple de | Cregterea
enzimatica imobilizare, mirirea gamei de | interferentelor, :
compusi detectabili probleme legate de ||
optimizarea
conditiilor de lucru
3. Microorganisme | Varietate mare, simplitate in | Selectivitate redusa, [}
' constructie, posibilitayi de | Timp mare de
regenerare raspuns
4. Tesut animal sau | Simplitate in constructia | Cregterea
vegetal biosensorului,cresterea gamei de | interferengelor, timp (3
compusi detectabili mare de rispuns |

Un electrod enzimatic clasic este obfinut prin depunerea pe suprafata oricérui tip
de sensor electrochimic a unui strat enzimatic, cu conditia ca sensorul si faci posibild
detectia fie a substratului fie a produsului reactiei catalizate enzimatic. In constructia
acestor electrozi enzima poate fi utilizatd intr-o forma solubilad sau imobilizati.

Enzimele nu au putut intra mai rapid in practica analiticd datoritd dezavantajelor
pe care acestea le prezentau, §i anume:

- instabilitate pe parcursul folosirii §i pastririi;

- activitate enzimaticd variabild att pe parcursul pastrérii cit si folosirii lor in
cadrul procedeelor analitice;

- condifii de lucru speciale;

- nu se pot obtine intr-o stare de puritate analitica;

- timp mare de analizd;

- nu puteau fi refolosite sau utilizate in sisteme in flux;

- pret de cost foarte ridicat.

Enzimele suferd procesul de denaturare, proces care apare prin modificarea unor
parametrii chimici §i fizici ai mediului in care acestea sunt introduse. Dup3 cum s-a aritat
in capitolul 2, enzimele prezintd un pH, o temperaturi si o tirie ionicd a mediului optime
de functionare. Enzimele sunt termolabile, temperatura optimd pentru majoritatea
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enzimelor fiind sub 40°C; deasemenea, ele functinind in organismul uman pH-ul optim
al majoritatii lor este in jurul valorii pH-ului fiziologic. Datoritda modificarilor de
temperaturd, pH §i a altor factori apare o modificare a structurii enzimelor care poate
conduce la denaturarea reversibild sau ireversibild a acestora. Daca conditiile extere in
care sunt mentinute enzimele se modificd o perioadd scurtd de timp si nu foarte drastic,
procesul denaturirii este -reversibil, intelegind prin aceasta cd o datd cu refacerea
conditiilor optime de mediu acetea isi recapitd activitatea enzimatica.

O posibild stabilizare a structurii enzimatice se realizeaza prin imobilizare; cel
mai adesea, in constructia electrozilor enzimatici clasici imobilizarea enzimelor sa
realizat prin fixarea acestora intr-un gel, care a fost depus s§i fixat pe suprafata
electrodului prin intermediul unei membrane semipermeabile.

Electrozii enzimatici reprezintd instrumente analitice selective §i sensibile, fapt
datorat specificitdfii §i capacititii catalitice a enzimelor care intrd in componenfa lor.
Datoriti acestui fapt, ei sunt utili in determinarea multor compusi chimici de importantd
biochimica.

in general, pentru construirea unui sensor enzimatic sunt necesare a fi parcurse
urmdtoarele etape:

- alegerea unei enzime care si interactioneze cu compusul de determinat;

- obtinerea enzimei;

- imobilizarea enzimei,
fixarea enzimei imobilizate pe suprafafa electroactivdi a unui electrod
indicator convenabil ales, care sd permitd urmdrirea desfdsurdrii reactiei
catalizate enzimatic.

Principiul general constructiv al acestora a fost redat in figura 5.5. Suprafafa
sensorului este in contact direct cu stratul enzimatic §i se presupune ci la aceastd interfatd
nu existd transport de masd. Sensorul enzimatic se introduce in solufia continind
substratul de determinat; acesta migreazd in stratul enzimatic unde are lec reactia
catalizatd enzimatic, in urma cdreia rezultd podusii de reactie. Pentru ca reactia sa
decurgd rapid spre echilibru este necesar ca membrana enzimatica si fie cit mai subtire.
Deasemenea este necesar ca solufia si fie bine agitatd astfel incdt s se asigure un
transport eficient al substratului. Schematic principiul de functionare al unui electod
enzimatic presupune o serie de etape [25]:

i) transportul substratului la suprafata electrodului ;

i1) difuzia substratului prin membrana in stratul enzimatc;

1ii) reactia enzimatica;

iv) transportul produsilor reactiei enzimatice spre suprafaa electrodului;

v) masurarea produsilor de reactie la suprafaga electroduiui.

Viteza primului proces depinde de viteza de agitare a solutiei, astfel incit o
agitare puternicd face ca substratul sa ajungd rapid la suprafaja electrodului. Daci
membrana este foarte subtire, etapele ii) si iv) pot fi eliminate sau minimalizate.
Deoarece etapa iii) este foarte rapida raspunsul teoretic al electrodului enzimatic ar trebui
sd fie aproximativ acelasi cu cel al electrodului folosit.

Baza difuzionald a mecanismului de rispuns este corelatd cu procesul stirii
stationare. Deci la suprafata electrodului se acumuleazid o concentratie fixid de specii
electroactive rdspunsul electrodului fiind corelat cu concentrafia substratului din masa
solufiei. Stabilirea unei stiri stajienare este deci esentiald pentru obfinerea unui rispuns
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precis. Cinetica procesului de stabilire a stirii stationare , care reprezinta timpul necesar
atingerii unei acestei strii depinde de foarte mul{i parametrii, care nu sunt discutafi in
acest capitol.

Problema centrald a folosirii electrozilor enzimatici, ca si in cazul oricarui sensor
chimic este problema selectivititii acestuia. Contribufla majord la selectivitatea
sensorului, dar nu unica, este cea generatd de cdtre componenta biochimica.

Cercetdrile initiale in domeniul biosensorilor au avut la bazd studierea
posibilitatilor utilizarii numai a unei singure enzime depuse pe suprafata electrodului.
Dacd enzima respectiva prezintd o activitate mare, o selectivitate bine definita, stabilitate
pentru un timp relativ lung si poate fi folositd in conditii comparabile cu cerinfele
traductorului electrochimic, existd posibilitatea proiectirii unui sensor cu caractenstici de
raspuns foarte bune. In practic existi un numir redus de sensorii care si intruneascid
toate aceste criterii dintre care se amintesc electrozii enzimatici pentru glucoza,
aminoacizi §i nucleotide. Constructia electrozilor enzimatici este limitatd de numarul
sensorilor comercializti §i nu de enzime deoarece numarul acestora din urma este foarte
mare.

Un biosensor cu o stabilitate mare poate fi realizat prin folosirea enzimelor
artificiale (sinzime). In acest sens in literatura de specialitate exista insd un numdr relativ
mic de exemple. Deasemenea folosirea enzimelor cuplate este o altd solutie in mdrirea
gamei de electrozi enzimatici care pot fi realizati §i care pot conduce la marirea
numarului de compusi detectabili.

5.3.1 ELECTROZI ENZIMATICI POTENTIOMETRICI

Sensorii potentiometrici sunt traductori concentrafie-potential, care in conditii
bine determinate genereaza un potential reversibil, determinat de o anumiti specie
prezentd in sistem. Dacd curentul este zero, semnalul de iegire depinde numai de
compozifia mediului cu care sensorul este in contact. Potentiometria, este o metoda
electrochimicad bazati pe misurarea unei diferenie de potential intre un electrod de lucru
si un electrod de referintd (care are un potential constant §i repreductibil, independent de
conditiile de mediu).

Potentialul electrodului de lucru reprezintd potengialul la interfata dintre fazele
solida si lichida unde apar reaciile de oxido-reducere. De exemplu la interfata dintre un
conductor metalic §i solutia unui cuplu redox apare o reactie de schimb de electroni intre
conductor §i compusii care se oxideaza gi/sau reduc.

Echilibrul se realizeazi atunci cdnd viteza de oxidare §i reducere sunt egale si

compozitia solutiei din jurul electrodului este constanti. Potentialul de echilibru este dat
de relatia lui Nernst:

e=¢° +£ln Cor

z Crcd

in care Cy, §i Creq reprezinti concentratia formei oxidate §i respectiv reduse din sistem.

Relafia lui Nemst este valabild numai in cazul solutiilor diluate. Odati cu
cregterea concentratiei ionice sistemul se deplaseazd fatd de conditiile termodinamice
ideale i concentratia, C, trebuie inlocuitdi cu activitatea, a:

119

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



a= yc

unde v este coeficientul de activitate.
in functie de tipul purtitorului de sarcind schimbat la interfatd se deosebesc

electrozi ionici sau redox. Determinarea potentialului de electrod, genereaza o indicatie
directa asupra concentrafiei speciei de analizat, semnalul obtinut fiind proportional cu
logaritmul concentratiei .

| Dupi cum s-a mentionat potentialul electroduiui este masurat fad de un electrod
de referinti. Acesti electrozi au (genereazi) un potential constant in diferite solutii de
electroliti de diverse compoziiii, astfel inct orice modificare in mésurarea potentialului
se datoreaza numai proceselor care apar la suprafata electrodului de lucru (indicator) sau
electrodului sensibil. Electrozii de referin{d cel mai des folositi sunt electrozii de calomel
si cei de argint/clorurd de argint. Pentru a se genera un potential de referint3, conform
reaciiillor de electrod corespunzitoare ambelor sisteme, concentrafia clorurii trebuie
menfinutd constanta:

Ag(s) + CI' — AgCl(s) + ¢
"2 Hg(l) + 2C1 > Hg,Cla(s) +2¢

Acest criteriu este indeplinit prin pastrarea unei concentratii constante a ionilor de clorura
in solutie, sau prin separarea semicelulei de referinia de electrolitul de studiat prin
intermediul unei diafragme. Trebuic mentionat cd separarea celor doi electrolifi
determina aparitia unui potential de difuzie, care conduce la o serie de erori in masurarea
potentialului daci pH-ul §i compozifia celor doud solutii sunt foarte diferite. In literatura
sunt descrise o serie de metode de a minimaliza influenta acestui potential de jonctiune
asupra masuratorilor de potential [26].

In cazul masuritorilor practice de potential, electrozii indicator (sensibil) si de
referintd sunt conectati la un voltmetru digital cu rezistenti de intrare mare (Z>10 GQ)
care permite masurarea diferenfei de potential §i 1a un circuit electric care amplifica
semnalul.. Potentialele standard de electrod sunt masurate fafi de electrodul standard de
hidrogen (SHE) iar in tabelul 5.8 sunt prezentate valorile acestora pentru diferiti electrozi.

Tab 5.8 Potentialul unor electrozi de referinti fata de potentialul

electrodului standard de hidrogen [25]
Electrozi Potentialul fatd de SHE (V)
Ag/AgCl, KCl(sa) +0.197
Ag/AgCl, KCl(1mol/1) +0.236
| Hg(Hg,Cl,, KCl)(sa) +0.241
I Hg/Hg,Cl,, KCl(1mol/) +0.280
| Hg/Hg,SO,, H,SO4(0.5mol/l) +0.679

Dintre sensorii potentiometrici, electrozii ion selectivi si sensorii de gaz au fost cel
mai adesea utilizafi in constructia biosensorilor. Acest lucru se datoreazi faptului ci
electrozii redox nu sunt selectivi, ceea ce determini aparitia interferentelor.
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Combinarea sensorilor potenfiometrici cu diversi biocomponenti se bazeazd pe
posibilitatea detectiei produsilor reactiei biocatalitice in care sunt implicate diferite
substrate. Produsii de rectie pot fi NH3, CO; sau protoni. in ultimul caz, sunt detectate
modificirile de pH din vecindtatea electrodului de pH, rezultate in urma reactiei
enzimatice. Sensibilitatea masuratorilor este influentatd de capacitatea de tamponare a
solutiei. Deasemenea utilizarea reactiei enzimatice urmati de o reactie chimicd a condus
la posibilitatea utilizarii §i a altor electrozi ion-selectivi in constructia biosensorilor.

Trebuie retinut faptui ci electrozii de pH de sticla §i stibiu, sensorii de gaz pentru
CO; si NHj, precum si diversii electrozi jon-selectivi (pentru iodurd, cianaurd, amoniu
s.a.) au fost utilizaji in constructia electrozilor enzimatici datoritd faptului ca in cadrul
multor reactii enziamtice se consumd sau se produc specii chimice faja de care acesti
electrozi sunt sensibili.

Electrozii pentru uree au fost printre primii sensori enzimatici potentiometrici
construiti. Determinarea ureei din singe si urind se bazeazi pe hidroliza enzimatica a
acestela:

HZN ~~ urecaza
C-0 +HZO —— (CO2 + 2NHj
HZN/

in domeniul de pH in care enzima este activi (pH=7), in solutie se stabilesc
urmatoarele echilibre:

CO+ HiO s HCO:&,- +H
NH; + H)O e——= NH, +OH

Deci pentru determinarea ureei pot fi folositi o gamd largd de sensori
potentiometrici §i anume sensorii de gaz, electrozii amoniu-selectiv sau de pH.

Electrodul potentiometric pentru glucozi este construit prin imobilizarea glucoz-
oxidazei (Gox) pe suprafafa unui electrod de sticld. Enzima catalizeazi oxidarea glucozei
la acid gluconic:

Gox
glucoza + O3 + H:O ——»  acid gluconic + H,0,

Electrodul de pH detecteazi variatiile de pH care apar ca urmare a formdrii
acidului gluconic in mediu, putindu-se astfel determina in mod indirect concentratia de
glucoza.

Biosensorii aminoacid-sensibili pot avea la bazi o mare varitate de enzime care
catalizeazd oxidarea, hidroliza sau decarboxilarea aminoacizilor. De exempluy,
aminoacidoxidazele (AAO) catalizeazi reactia:

LAAO
RCH(NH;")COO™ +1/2 0, — R-CO-COO + NH,*
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Utilizand enzime din aceastd clasi se poate misura concentratia de aminoacid
amperometric — utilizdnd un electrod de oxigen sau potentiometric — utilizand un electrod

amoniu-selectiv.

Electrozii bazati pe hidrolaze prezintd importantd practici deoarece costructia
acestora nu implici utilizarea cofactorilor. Spre exemplu, B-glucozidaza catalizeaza
hidroliza amigdalinei conform urmatoarei reacfii:

Amigdalina - C6H5-CHO + -2C¢H 206 + HCN

Un electrod enzimatic amigdalin-sensibil este obtinut prin simpla imobilizare a
B-glucozidazei pe suprafata unui electrod cianuri-selectiv [27].

Neurotransmitdtorii pot fi de asemenena determinafi utilizind hidrolaze.
Acetilcolina este hidrolizata de acetilcolinesteraza ( AChE ) conform reactiei:

Acetilcolina

AChE

— ¥ Acid acetic + colina

Deci sensorul pentru determinarea acetilcolinei a fost realizat prin imobilizarea

AchE pe suprafata electrodului de sticla.

In tabelul 5.9 sunt mentionati diversi electrozi enzimatici avind la bazi sensori

potentiometrici.

Electrochimic

Tab. 5.9 Electrozi enzimatici potentiometrici
Metabolitul

Doenile
masurare nmol/l

Sticla, pH

Giucoz-oxidaza
Penicilinaza
Acetilcolinesteraza

Uree
Glucoza
Penicilina
Acetilcolina

0.05-5
0.1-1
0.01-3
0.01-10

Ureaza

Uree

0.1-10

Sensorul pentru
NH;

Ureaza

Glutaminaza
Phenilalanin-amoniu-
Liaza

Asparaginaza

AMP diaminaza
Creatinin diaminaza

Uree
Glutamina

Phenilalanina
Asparagina
5’-AMP
Creatinina

0.05-50
0.05-5

0.05-1
0.1-10
0.1-10
0.1-10

Sensorul pentru
| CO;

Ureaza
Uricaza
Enzimele
Decarboxilante

Uree
Acid uric

Tirozina
Asparagina
Lizina
Glutamina

0.1-10
0.1-2.5

0.1-2.5
0.1-10
0.1-30
0.5-5

Electrod amoniu-
Selectiv

Ureaza
(,reatmmaza
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Tab.5.9. Continuare

Electrod iodura- Ammoacndoxxdaza Aminoacizi

Lactat dehidrogenaza | Lactat

¥Electrod cianurd- | B-glucozidaza Amigdalina
Selectiv__

5.3.2 ELECTROZI ENZIMATICI AMPEROMETRICI

Amperometria aparfjine grupului de metode voltametrice prin care se masoarad
curentul ca o funcjie de potentialul aplicat; sensorii amperometrici sunt deci traductori
concentratie-curent. In cadrul metodelor amperometrice de detectie potentialul de
electrod este mentinut la o valoare la care are loc conversia electrocatalitica a substantei
in solutie, masurandu-se curentul stirii stationare. La interfata electrod-solutie apare un
transfer heterogen de electroni intre substanta si electrod (oxidare-reducere). Semnalul de
iesire, curentul, este determinat de natura §i concetrafia speciei electroactive, de forma
semnalului de excitare si de modul de transport al materiei spre electrod. Acesta din
urma, depinde de forma electrodului §i de agitarea electrolitului.

Daca unui electrod de lucru inert introdus in sciutia unui cuplu redox i se aplicad
un potential constant, se deciangeaza reactia de electrod:

Ox +ne == Red

Oxidarea sau reducerea unei specii are loc la un electrod de lucru, cel de-al doilea
electrod actiondnd ca electrod de referinti. In timpul electrolizei, electrodul de lucru
poate actiona ca anod sau catod in functie de potentialul aplicat.

Se considerd, cd reactia de mai sus este rapidd in comparatie cu procesul de
transport al materiei (reactie reversibild) i ca atare, pe electrod se stabileste un echilibru
electrochimic.

Aplicind un potential constant, experimental se constatd ¢ raspunsul sistemului
este aparitia unui curent avind urmitoarele proprietati: este proportional cu Cox, cu aria
suprafetei electrodului A si descreste cu timpul. Relatia intensitate-concentratie trebuie si
fie-in concordanti cu aceste date experimentale.

La valori mari ale potentialului aplicat (suprapotential) viteza reactiei cu transfer
de electroni este maritd astfel incit concentrafia la suprafatd a substan{ei devine egali cu
zero; aceasta se datoreazd faptului cd toate particulele transportate la suprafata
electrodului sunt imediat transformate. In aceste conditii curentul este limitat de difuzia
substanei prin stratul de difuzie din imediata vecinitate a electrodului (figura 5.6).

in acord cu prima lege de difuzie a lui Fick curentul este dat de relatia:

1, =nFDASS.
5

unde: n, F i D reprezintd numirul de electroni schimbati, constanta lui Faraday si
respectiv coeficientul de difuzie al speciei redox-active;
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A reprezinti aria electrodului;
& reprezintd grosimea stratului de difuzie,
iar Cg este concentratia din intreg volumul de solutie.

. 1
Fig. 5.6 Reprezentarea schematici a variatiei concentratiei din stratu! adiacent
electrodului amperometric pentru cazul in care aceasta este limitatd de difuziune
(cq este concentratia speciei la suprafata electrodului, Cs este concentratia totald
din solutie)

Relatia de mai sus se respectd numai in conditiile in care conductivitatea totala
este mult mai mare decdt suma, contributiilor la conductivitate ale speciilor ce se
determind, astfel incat efectul migrérii sd poatd fi neglijat (de exemplu prin utilizarea
unor electrolifi suport).

In conditiile unei convectii constante (8=const.) se obtine o dependenta liniard a
curentului de gradientul de concentratie de la suprafata electrodului. in general metodele
amperometrice au la baza procese limitate de difuzie.

Biosensorii amperomefrici au la baza un detector amperometric pe suprafata
caruia se fixeazid o membrand enzimatici de a cdrei grosime depind caracteristicile de
raspuns ale acestuia. Metodele amperometrice sunt foarte sensibile, prin intermediul lor
putdndu-se determina concentrafii din domeniul milimolar sau chiar submicromolar.
Sensibilitatea foarte bund, precum si timpul mic de rdspuns reprezintd doud avantaje
majore ale traductorilor amperometrici.

Determindrile amperometrice se realizeaza in celule electrochimice (voltametrice)
de diferite configuratii, doud dintre acestea fiind reprezentate in figura 5.7. (celule avand
la baza doi i respectiv trei electrozi). In general, folosirea sistemului cu trei electrozi este
mai avantajoasd deoarece prin electrodul de referintd nu trece curent electric, fiind
posibile astfel masurdtori foarte precise la potentiale impuse bine definite. Totusi, in
cazul densitatilor mici de curent, determindrile realizate in celule avind la bazi doi
electrozi sunt suficient de precise. Prin combinarea electrodului de referintd cu cel
auxiliar, trebuie sd se asigure o rezistentd electricd scdzutd si o arie a suprafafei
electrodului maritd pentru a se evita astfel polarizarea suprafetei electrodului.
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A

potentiostat

Fig.5.7 Reprezentarea schematicd a motajelor voltametrice. A-celuli cu trei electrozi,

B-celuli cu doi electrozi (WE-electrod de lucru, RE-electrod de referinia,
- CE-contra electrod sau auxiliar)

Selectivitatea si sensibilitatea determindrilor amperometrice depinde in mare
misuri de potentialul aplicat la electrodul de lucru, in conditiile in care In solutia probei
de analizat existi specii electrochimic active avand potentiale formale de oxide-reducere
apropiate. Eliminarea interferentelor poate fi realizatd pe diferite cai.

Una dintre acestea constd in modificarea selectivd a materialului de electrod prin
introducerea de noi grupéri chimice (electrozi chimic modificafi) care fac ca reactia de
interes sa decurgd la valori de potentiale mai mici decat ale interferentilor posibili sau
prin gasirea unor noi materiale electrodice [28].

O aitd posibilitate este aceea de a folosii diferite membrane care prin fixarea lor
pe suprafata electrodului de lucru conduc la mérirea selectivitatii acestuia prin limitarea
accesului interferentilor la suprafata electrodului, permitdnd insa accesul compugilor de
determinat (de ex. utilizarea membranelor de nafion).

Interferentele posibile pot fi limitate sau eliminate si prin folosirea enzimelor, care
pot cataliza reactii de transformare a interferentilor in produsi de reactie electrochimic
inactivi sau care suferd procese redox la potentiale diferite de cele ale compusului de
determinat.

In constructia electrozilor enzimatici amperometrici se pot folosi 0 gama restrinsi
de electrozi dintre care se mentioneazi sensorii de oxigen, electrozii pentru api
oxigenati, cei pe bazi de materiale carbonice §.a. In acelasi scop se folosesc enzimele din
clasa oxidoreductazelor (oxidaze, dehidrogenaze si peroxidaze) deci enzime implicate §
reactii cu transfer de electroni. in general, determinirile amperometrice avand la bazi
electrozi enzimatici au fost realizate prin méisurarea oxigenului sau a apei oxigenate care
se consuma sau se formeazd in timpul reacfiei biocatalitice. Folosirea sensorilor
amperometrici ca traductori Tn costructia biosensorilor, apare un consum foarte mic al
speciei electrochimice active, ceea ce reprezinta una dintre diferentele majore fatd de
utilizarea sensorilor potentiometrici. :
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Sensorii amperometrici au stat la baza constructiei unor biosensori pentru
determinarea glucozei, polizaharideior, alcoolilor, aminoacizilor, etc.

De exemplu glucoza a fost determinati amperometric prin intermediul vnui
electrod enzimatic avind la bazd Gox care catalizeaza reactia [29,30]:

Gox
glucoza + Oy + H,O ———— Acid gluconic + H;0,

determinarea glucozei realizindu-se indirect prin urmdrirea sciderii concentratiei de
oxigen din sistem sau cresterii concentratiei de apa oxigenati. Metoda prezintd o serie de
dezavantaje dintre care cel mai semnificativ este faptul cd oxigenul este limitativ de
vitezd, deoarece solubilitatea lui in solutie este limitatd §i dependentd de temperatura.
Totodati, la anumite concentratii H,O; poate denatura Gox, ceeace conduce la modificari
ale activittii acesteia care in final se traduc prin modificarea caracteristicilor de rdspuns
ale biosensorului enzimatic. Din acest punct de vedere se poate constata o modificare a
pantei de raspuns, a stabilitdtii precum §i a reproductibilititii mmdsuratorilor.

O parte din inconvenienteie mentionate anterior pot fi eliminate prin
coimobilizarea Gox si catalazei (CAT) pe suprafata unui sensor amperometric, enzimele
catalizind urmatoarele reactii:

. Gox

glucoza -+ 0y + H)0 — Acid gluconic + H,0,

CAT
H0; —= H0+1/20,

Din reactii, se observd ci descompunerea enzimatici a H,0, poate fi astfel
utilizatd pentru producerea a jumatate din cantitatea de O, consumati in prima reactie;
deasemenea prin folosirea CAT se elimina influenta apei oxigenate asupra Gox.Electrozii
enzimatici obtinufi in acest fel pot fi utilizati in determinarea glucozei din singe si ser si
in urmarirea proceselor fermentative.

Avand in vedere faptul cd unu! dintre produsii al reactiei catalizate de Gox este

apa oxigenatd, dozarea glucozei se poate face §i prin determinarea electrochimica a apei
oxigenate:

+600 mV / vs.Ag / AgCl
H,0, » 2H' + 0, +2¢

Astfel a fost realizat un analizor de glucozi avind la baza doi electrozi de P,
dintre care unul acoperit cu 0 membrani in care se afli imobilizatd enzima. Intre cei doi
electrozi se aplici un potential de +600mV vs. electrod Ag / AgCl.

Aceasta a fost prima generatiec de biosensori amperometrici. S-au realizat
numerosi astfel de biosensori care au la bazd determinarea oxigenului sau a apei
oxigenate. Diferenta constd in geometria celulei, tehnica de imobilizare a enzimei,
compozitia membranei, configuratia electrodului. Desi aparent, dozarea oxigenului sau a
apei oxigenate este simpld, ea prezintdi o serie de limitiri in cazul probelor reale.
Potentialul de +600 mV vs. Ag/AgCl necesar oxidirii apei oxigenate este suficient de
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pozitiv pentru a permite si oxidarea altor specii prezente in probele biologice, aparand
astfel interferente.

Peniru detectia polizaharidelor sunt necesare reactii catalizate enzimatic cuplate.
Astfel, inifial are loc hidroliza polizaharidelor pAnd la monozaharide, avand loc apoi
oxidarea acestora in acord cu metodele descrise anterior. Determinarea sucrozei necesitd
3 enzime: invertaza, mutarotaza §i glucoz-oxidaza. Acestea catalizeazd urmatoarele
reactii:

invertaza

Sucroza + H,0 — o-D-glucoza + D-fructoza

—mum
o-D-glucoza B-D-glucoza
—>
Gox
B-D-glucoza + O, + HyO acid gluconic + H2O,

Determinarea polizaharidelor prin intermediul electrozilor enzimatici ndica o
serie de probleme legate de optimizarea condiftilor de lucru.

Etanolul sau metanolul, pot fi determinati utilizind doud tipur de enzime:
alcooldehidrogenazele si alcooloxidazele. Alcooloxidazele prezintd avantajul ca pot fi
regenerate in prezeata O,, dar necesitd o furnizare constanta de oxigen pentru a asigura
un raspuns corect.

In contrast, alcooldehidrogenazele necesitd drept cofactor NAD* a cirei formi
redusi (NADH) nu poate fi oxidati de citre oxigen. Regenerarea NAD" se face de obicei
utilizand un electrod de Pt cdruia i se aplica un potential de + 0,75 V vs. SCE, intensitatea
curentului obtinut fiind proportional cu concentratia de alcool.

In literaturd sunt descrisi un numir mare de electrozi enzimatici amperometrici
dintre care in tabelul 5.10 sunt redati o parte dintre acestia precum §i unele dintre ccle
mai importante caracteristici.

Tab. 5.10. Sensori enzimatici amperometrici [25]

| Analit Enzima Tehnica de imobilizare | Traductor | Timpde | Domeniu de

| raspuns | linearitate
Glucoza Glucozoxidazi | E + poliacrilamida pO, 30s — | 0-0.5g/1

3min

Glucozi | Glucozoxidaza | E + BSA +GA 02 1-3min | 0-2xI10°M

Il Glucoza Glucozoxidaza | E/nylon pO, 26-38s 1-20mg/dl

il Glucoza Glucozoxidazi | E + poliacrilamida O, 1-2min 0-200mg/l
Glucoza Glucozoxidazid | E + gelatind +GA pO- 2-3min 0-2g/1

) Glucoza Glucozoxidaza | E + poliacrilamida Pt Imin 0-1.5x10°M
Glucoza | Glucozoxidaza | E/ colagen Pt 2-3min | 107-2x10°M

| Glucozd | Glucozoxidaza | E + BSA +GA Pt 10s 107-2x10°M
Glucoza Glucozoxidazi | E + acrilamida Pt 1-10min | 0-0.25x10”°M
Glucoza | Glucozoxidaza | E +BSA +GA Pt 1-2min | 0-0.27x10°M

127

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



Tab.5.10. Continuare

Glucoza Glucozoxidazi | E/membrani Pt 6min 107-7x10"°M
Semipermeabiii
Glucoza Glucozoxidaza | E/celofan Pt 3-4min 10°-6x10°M
Glucozi Glucozoxidazia | E+cirbune modificat cu | grafit 1-1.5min | 10%3x10”M
ferocen
Glucoza | Glucozoxidazi | EANMPTCNQ Pt - 0-0.26x10”°M
Glucoza | Glucoz- E + BSA +GA pO, 3-15min | 10°-8x10™°M
dehidrogenazi
Sucrozi Invertaza E + colagen +GA 0O, 2-6min 0-10°M
Mutarotaza
Glucozoxidazi
Maitozad Glucoamilazi | E + colagen Pt 6-7min 107-3x10°M
Cercetirile recente din domeniul biosensorilor vizeazi imbunititirea

caracteristicilor de rdspuns, fapt care se poate realiza prin utilizarca mediatorilor redox
cum ar fi ferocenul, ftalocianinele, sirurile organice conductoare N-metiifenazina
(NMP") si tetracianochinodimetan (TCNQ'). Mediatorii sunt compugi chimici care pot
media transferul de electront intre enzima yi suprafata electrodului §i care au rolul de a
micsora potentiaful aplicat sensorilui amperometric de bazi. O altd directie de cercetare
in sensul mentionat o reprezinta studitle privind posibilitatea realizarii unui schimb direct
de electroni intre elctrod gi centrul activ ai enzimei. Aceste aspecte nu sunt tratate in acest
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6. APLICATIILE REACTIILOR IMUNOCHIMICE iN cHIMIA

ANALITICA
6.1. INTRODUCERE

Imunodeterminirile reprezintd tehnici analitice care se bazeaza pe interactia
specificd dintre antigen (Ag) si antlcorp (Ac). Din punct de vedere analitic anticorpii sunt
molecule de biorecunoagtere specificd. In principiu, antlcorpu ca reactivi analitici, pot s
reactioneze cu orice structurd chimici; anticorpii se obin prin tehnica simpld a imunizérii
animalelor, ori prin tehnicile moderne de recombinare. In scopuri analitice, anticorpii au
fost folositi pentru prima dati in anii 'S0 de citre Berson si Yalow [31] (laureati ai
Premiului Nobel), care au pus la punct o metodd imunochimicd de determinare cantitativa
a insulinei umane in concentratii mici (picograme) din probe biologice. In urmitorii ani,
aplicatiile tehnicilor imunoanalitice in domeniile biochimiei, chimiei clinice si al
monitorizarii mediului au crescut exponential. fn anul 1980 Hammock si Mumma [32] au
demonstrat posibilitatea utilizarii acestor metode pentru determinarea pesticidelor,
metodele imunochimice de anlizi fiind astfel acceptate de cdtre chimigtii care lucreaza in
domeniul cotrolului poludrii mediului. in prezent este evident impactul acestor metode
asupra domeniului protectiei mediului inconjurdtor, in literatura de specialitate existand
numeroase metode de determinare a diversilor poluanti (contaminanti) incluzénd
pesticidele, rezidurile industriale si produgii lor de degradare. Intensificarea cercetarilor din
domeniul metodelor imunochimice de analizd se datoreazi in principal avantajelor de care
beneficiazd aceste tehnici dintre care se menfioneaza: specificitatea, simplitatea,
sensibilitatea mare precum si preful de cost scizut. in plus, orice compus chimic este
capabil si induci un rispuns imun.

Odata cu dezvoltarea tehnicilor de obfinere a anticorpilor monoclonali §i policlonali
tehnicile imunochimice s-au dezvoltat foarte mult. in prezent anticorpii policlonali produsi
in urma imunizirii animalelor sunt inlocuiti cu anticorpii monoclonali care reprezinta
amestecuri omogene de anticorpii care pot fi preparafi cu usurinid in cantitdfi mari in
culturile de celule. Recent anticorpii recombinati obtinufi prin metode ale ingineriei
moleculare sunt din ce in ce mai folosifi in imunoanaliza, astfel incdt se pare ci in
perspectivd nu vor mai fi necesare animalele de experien{d pentru obfinerea anticorpilor.

Dezvoltarea imunoanalizelor din ultimii 40 de ani au revolutionat metodologia de
detectiec a medicamentelor §i a hormonilor in analizele clinice clasice precum si a
poluantilor din mediul inconjuritor. Aceste metode clasice bazate pe interactii de afinitate
necesitd o serie de ‘“marker”-i enzimatici, fluorescenfi sau radioactivi. Metodele
imunochimice de analizd gi-au gasit aplicatii numeroase in domeniile chimiei clinice,
alimentare, in controlul apei potabile, a apei de suprafati si in monitorizarea solului.

Existd foarte multe moduri de a realiza metodele de imunoanaliza (heterogene si
omogene), dar cele mai utilizate sunt tehnicile analizei imunosorbante cu enzima legatd
(ELISA) care poate fi competitiva (directa sau indirectd), sau de tip “sandwich”. ELiSA,
combind selectivitatea anticorpilor cu sensibilitatea mare datd de amplificarea enzimatici,
caracteristici ce conduc la obginerea unor limite de detectic in domeniul fentomolar.
Tehnica ELISA este realizatd pe micro-plici ea avind la bazi o serie de etape de incubare
§i spalare, ceea ce determind ca aceastd tehnicd sd fie complicati si laborioasd. Aceasti
metoda este una de echilibru in formarea complexului Ac-Ag, lucru care de obicei dureazi
o ord sau mai mult. Determindrile in mediu omogen se bazeazi pe modificarea semnalului
generat de “marker”, ca urmare a formdrii unui imuno-complex in solutie. In mod
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aseminitor, sistemele pseudo-omogene nu necesitd etape de separare, dar imunoreactia
principald are loc la suprafafa electrodului.

fn ultimii ani, au apirut o serie de noi metode imunochimice avind la bazd
imunosensorii; acestia au apirut ca urmare a necesitafii scurtirii timpului de analiza, ei
putdnd fi folositi §i in analiza “in situ”. Utilizarea anticorpilor pentru construcfia
biosensorilor imunochimici (imunosensorilor) se realizeazi cu succes de peste 20 de ani.
Imunosensorul reprezinti un instrument analitic care detectreaza in mod selectiv compusul
de interes, el generand un semnal dependent de concentratia acelui compus. Imunosensorii
electrochimici au la bazi drept elemente de bio-recunoastere fie Ac fie Ag sau haptene care
sunt fixate pe suprafata traductorilor electrochimici. Anticorpii asigurd specificitatea
metodei in timp ce traductorii electrochimici sunt responsabili pentru sensibilitatea
acestora, in final obtinandu-se un instrument analitic la un pre} de cost scazut.

Recent TUPAC [33] a propus o definitie pentru biosensorii electrochimici (vezi
capitolul 5). Conform acestei defirifii un imunosensor reprezintd un instrument integrat, de
sine statdtor, care constd dintr-un component imunochimic de recunoastere aflat in contact
direct cu un traductor, ficindu-se astfel o diferentiere netd de un sistem irnunochimic sau
de o imunoproba. Sistemul imunochimic necesita in plus o serie de alte operatii cum ar fi
etapele de addugare de reactivi, separare, spalare, iar imunoproba se realizeazi intr-o
singurd etapd, fiind de unica folosintd, §i deci nu poate fi utilizatd in monitorizarea
continud a concentrattet de analit.

In functie de modalitatea de preluare a sernalului, existd doud categorii de
imunosensori: directi §i indirecfi. Imunosensoru! direct (nemarcat) este acela care
determind in mod direct interactia dintre anticorp gi antigen, intr-un mod continuu §i
intr-un timp real. Imunosensorii nemarcafi sunt bazafi pe masurarea modificarilor unor
proprietdfi fizice ca permeabilitatea ionicd, conductivitatea, constanta dielectrica,
mobilitatea ionicd, masa, vascozitatea, indicele de refractie, sau a grosimii stratului
sensibil, din momentul formarii complexului Ac-Ag. Sensibilitatea obtinutd depinde de
tipul de traductor folosit 1 de afinitatea moleculelor biosensibile. Pentru detectia directd au
fost folositi traductorii electrochimici, piezoelectrici, optici.

Pe de altd parte, imunosensorul indirect (marcat) misoard rezultatul evenimentului
de cuplare cum ar fi de exemplu cresterea sau scidderea cantitifii de “marker” legat
(enzima, mediator redox, §.a.), gstfel incét acest tip de imunosensor determini “marker”-ul
$i deci, indirect, imunoreactia. In cazul imunosensorilor marcati generarea semnalului este
usuratd semnificativ, datoritd proprietitilor “marker’-ilor de fluorescentd, radioactivi,
enzimatici folosifi, dar apar o serie de probleme legate de sinteza, stabilitatea si pretul de

cost al “marker”-ilor folositi, precum §i de imposibilitatea realizirii determinarilor intr-un
timp real.

6.2. ANTICORPI - ASPECTE GENERALE

6.2.1. STRUCTURA SI ROLUL ANTICORPILOR

Prin expunerea unui individ, spre exemplu, la un agent infectios, se activeazi
rﬁspunsul imun si limfocitele B incep sd producd proteine receptor specifice, numite
ant;corp%. Anticorpii sunt glicoproteine care apartin familiei imunoglobuluinelor (Ig).
Exista cinci tipuri mai importante de anticorpi (IgG, IgA, IgM, IgD, IgE) care difer prin

pozitii ‘ale gnumitor grupdri, sarcind electricd, compozitie in aminoacizi si continutul in
carbohidrati. Tipul IgG reprezintid grupul de anticorpi cel mai abundent si deasemenea cel
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mai des folosit ca reactiv imunochimic. Toate moleculele IgG au aceeasi structurd de baza
si 0 masd moleculara aproximativa de 150 kDa.

Anticorpii se produc in serul si fluidele celulare ale tuturor mamiferelor. Un
anticorp constd in doud lanjuri grele si doud lanfuri usoare unite intre ele prin punti
disulfurice. Fiecare din lanfurile grele posedd trei domenii constante §i un domeniu
variabil, iar fiecare din lanturile usoare posedd un domeniu constant §i un domeniu
variabil. Domeniile variabile sunt responsabile de specificitatea anticorpilor §i confin
situsurile de legare pentru antigen. Structura anticorpului este descrisd de forma literei Y,
cu doui situsuri de legare a antigenului denumite fragmentele Fab si un fragment Fc care
leagd receptorii celulelor specializate din organism. Astfel, fragmentul Fc nu prezintd o
importantd reald cind se lucreazé cu anticorpii ca elemente de recunoastere folosite in
construcfia imunosensorilor, dar acest fragment are o mare importan{d in imobilizarea
directionatd prin anumite grupari ale fragmentuiui Fc. Cel mai raspandit anticorp, IgG, are
o masd moleculard de aprox. 150 kDa. Reprezentarea schematicd a structurii unui Ac este
redatd in figura 6.1.Structura moleculei de imunoglobulind s-a stabilit prin analiza
proteinelor omogene secretate de plasmocitoame, utilizindu-se metode, cristalografice prin
difractie cu raze X.

situsurile de legatura
/. pediru antigen \

U
;i:_  lentul uso>\\\> /

Fe [ —0 rest carbohidrat

Fig. 6.1. Structura unui anticorp de tipul IgG

Este posibil ca fragmentul Fc al anticorpului s conduci la formarea unor legaturi
nespecifice. Inainte de imobilizare pentru indepirtarea acestui fragment, molecula de
anticorp poate fi tratati cu pepsind ori papaind. Atacul proteolitic al papainei va produce
doud fragmente separate de legare a antigenului, Fab, in timp ce atacul pepsinei va produce
un singur fragment cu douz situsuri de legare a antigenului F(ab’), (figura 6.2).
Fragmentele Fab au forme elipsoidale cu axele mare §i micd de 6 §i respectiv 4 nm.
Numdrul posibil de molecule de anticorpi a fost estimat la mai mult de 10'°, iar diversitatea
anticorpilor este guvernatd de regiunile hipervariabile ale situsurilor de legare a antigenului
(fragmentul Fab). Datorita flexibilitatii regiunii “balama”, doi antigeni pot lega anticorpul
in acelasi timp sau se poate cupla un antigen multivalent. Fragmentul Fc al anticorpului
poate interacfiona cu celulele fagocite mononucleare care prezinti la suprafata membranei
receptori pentru acesta. in momentul in care anticorpul se leagi de receptorul sau specific
de pe fagocit, are loc stimularea diverselor functii ale celulei.
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Fig. 6.2. Schema de fragmentare a [gG. Partea de sus ne arati fragmentarea folosind papaina iar
cea de jos folosind pepsina.

6.2.2. PRODUCEREA DE ANTICORFI

6.2.2.1. ANTICORPI POLICLONALI

Anticorpii policlonali sunt produgi printr-o tehnici de imunizare a unui animal
(iepure, oaie) prin injectarc directd de antigen tintd (imunogen). De obicei un raspuns imun
nu poate fi indus de molecule mai mici de 2.000 Da, adicd de haptene. Pentru a se obtine
totusi anticorpi §i impotriva acestor molecule mici (haptene) acestea trebuie cuplate de
proteine purtitoare (de exemplu albumina serici bovind - BSA, hemocianini, sau
ovalbumind). Legarea de aceste proteine se realizeazd inaintea procesului de imunizare.
Apoi se recolteazd sange de la animalul respectiv, iar antiserul rezultat este supus
purificarii. Rezultatul procedeului de imunizare este un amestec ce contine céteva sute de
anticorpi diferiti (anticorpi policlonali), ce pot interactiona cu diversi epitopi ai antigenilor
cu diferite afinititi. Dacd molecula imunogeni este o haptend cuplatdi cu o proteind

purtitoare, numai o fractiune de 10-15% din anticorpii produsi vor actiona specific
impotriva antigenului {inta.

6.2.2.2. ANTICORPI MONOCLONALI

Pentru a se putea produce anticorpi monocionali, animalul, de obicei goarece sau
sobolan, va fi imunizat in acelagi mod ca §i pentru producerea de anticorpi policlonali, apoi
se extrage splina animalului. Limfocitele B din splind vor fuziona cu o linie de celule
mielomice, din acest proces de fuziune rezultdnd celule hibridom. Aceste celule hibridom
sunt testate pentru a se determina care dintre ele vor produce anticorpul dorit. Celulele cu

132

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



reactie pozitiva sunt clonate si testate iaragi pentru a se obtine hibridoame de un singur tip.
Aceste celule sunt crescute si mentinute in viatd in niste recipiente de sticla ce contin
mediu de culturi, ele secretind anticorpii moncclonali. Anticorpii monoclonali sunt
identici intre ei si au aceeasi capacitate de legare pentru aceluiagi epitop al unui antigen.

6.2.3. REACTIVITATEA INCRUCISATA (NESPECIFICA) SI MODUL DE
LUCRU CU HAPTENA (ANTIGENUL INCOMPLET)

Reactivitatea incrucisati a anticorpilor se refera la specificitatea anticorpului fati de
al{i compugi decdt cel ce reprezintd antigenul fintd. Reactivitatea incrucigatd pentru
anticorpii policlonali este in general mai mare dect a anticorpilor monoclonali, dar in
ambele cazuri gradul reactivitatii incrucigate este dependent de structura imunogenului §i
de procedeul de imunizare.

Haptena (moleculd de dimensiune mic#) reprezinti un antigen incomplet in sensul
cd introdusa in organism nu va determina aparifia unui rispuns imun umoral (secretic de
anticorpi), dar cuplatd cu 0 macromoleculd purtitoare va stimula secretia de anticorpi cu
care va interacfiona ca un antigen normal. /

Optimizarea folosirii haptenei se va face astfel incat macromolecula purtitoare sd
fie cuplatd la o “distanta” cit mai mare posibil de situsul de recunoagtere, aceasta haptend
devenind astfel o adevaratd molecula tintd. Pentru controlul calitafii mediului, cand anaiitii
sunt reprezentati de molecule de dimensiuni mici, iar structural pot fi asemdnatoare,
reactivitatea incruciyatid este teoretic mult mai mare decdt cea implicatd in analizele
biologice ale macromoleculelor.

6.2.4. ANTICORPII - ELEMENTE DE RECUNOASTERE MOLECULARA

Performanta imunosensorilor depinde de selectivitatea §i de afinitatea anticorpilor
imobilizati. Dezvoltarea tehnologiei de fuziune, pentru producerea de anticorpi
monoclonali, a deschis oportunitati puternice in domeniul imunosensorilor §i producerii pe
scara largd a anticorpilor monoclonali cu sensibilitate $i selectivitate dorite. Urmatcarea
etapi este de a aplica tehnicile de producere a anticorpilor recombinati §i de a crea o banca
de anticorpi recombinati care va confine o gama largd de tipuri de anticorpi.

6.3. IMOBILIZAREA ANTICORPILOR

In aceastd paragraf se vor trata pe scurt metodele de imobilizare covalentd a Ac,
deoarece acestea sunt cel mai des folosite in proiectarea biosensorilor.

6.3.1. IMOBILIZAREA NEDIRECTIONATA REALIZATA PRIN GRUPELE
€-AMINO ALE ANTICORPILOR

Anticorpii sunt de obicei imobilizati prin intermediul grupelor e-amino datoriti
faptului cd@ Ac contin in jur de 60-80 resturi de lisind. O metodd generali se bazeazi pe
activarea unui suport hidroxilat cu brom-cian; aceastd metoda are o serie de dezavantaje
descrise in literatura [28].

Una dintre cele mai folosite metode pentru imobilizarea proteinelor este bazata pe
folosirea glutaralaldehidie care poate reactiona cu diverse suporturi continind gruparea
amino. Deoarece glutaraldehida este un reactiv de cuplare bifunctional, poate avea loc
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deasemenea si legarea incrucisatd intre proteine. Principalul dezavantaj al cuplarii prin
intermediul glutaraldehidei este reproductibilitatea micé a procedeului.

O altd modalitate este aceea de crea grupiri aldehidice active pe un suprafafa unui
suport, care formeazi baze Schiff stabile cu grupele amino primare ale proteinei.
Randamentul de cuplare este de 80-90% in acest caz. Prin aceastdi metoda raportul de
combinare Ac:Ag nu a fost mai mare de 1:1, chiar §i atunci cind anticorpul a prezentat
doud situsuri de legare pentru antigen. Acest lucru indica faptul cd jumatate din numdrul
situsurilor de legare pentru antigen ale anticorpilor ar putea fi inaccesibile interactiei cu
acesta.

In acelasi scop s-a utilizat si carbodiimidi. Prin utilizarea acesteia, suportul
carboxilat reactioneazi cu carbodiimida pentru a forma un intermediar ce va reactiona cu
aminele primare formandu-se legituri amidice. Legaturile covalente astfel formate sunt
foarte stabile. Imunoglobulina G a fost astfel imobilizati pe monostraturi carboxilate.

Toate metodele descrise mai sus se bazeazi pe cuplarea la grupele €-amino ale Ac.
Totusi, aceste grupe sunt distribuite intimplator pe suprafaja anticorpului, conducénd la
multiple orientiri ale anticorpilor pe suprafaa de imobilizare. Pentru a se evita acest lucru,
se poate folosi o meiodi de cuplare directi la situsul dorit, aspect discutat in continuare.

6.3.2. IMOBILIZAREA DIRECTIONATA PRIN INTERMEDIUL
UNOR GRUPE SPECIFICE ALE Ac

Prin aceste metode sttusurile active ale elementelor de recunoagtere sunt orientate
spre solutie, obtindndu-se o activitate mai mare . O'Shannessey §i Wilchek| 34] au aritat ca
Ac imobilizafi prin fragmentul Fc au o capacitate de legare a Ag de doud ori mare
comparativ cu Ac imobilizati intamplatoar. Imobilizarea directionatd printr-o anumitd
grupare se realizeazd de obicei prin intermediul unui numiér redus de grupele funcfionale
de pe suprafata anticorpului si a ciror pozitie in cadrul structurii proteice este cunoscuti. in
plus aceste grupe trebuie s fie pozifionate 1a o anumitd distantd de centrul activ pentru a
nu-1 bloca.

Existd trei metode de imobilizare directd la situsul dorit. Prima metod3 folosegte
cuplarea prin restul carbohidrat al fragmentului Fc al anticorpului. Cea de a doua metodi
are la baza cuplarea prin intermediul puntilor disulfurice, mentindndu-se cele doud lanfuri
grele impreund; cea de a treia metodd foloseste imobilizarea initiald a proteinei A sau a
proteinei G pe suprafafa traductorului, deoarece este cunoscut ci anticorpii se leagi de
aceste proteine prin intermediul fragmentului Fc. Din date xperimentale a rezultat ci
moleculele de anticorpi denaturate partial sunt mai bine orientate pe suprafad comparativ

cu Ac naturali, expunand situsurile de legare pentru antigen la exterior in solutie, marindu-
se astfel activitatea de legatura a antigenului.

Imobilizarea anticorpilor prin restul carbohidrat

Anticorpi pot fi imobilizafi pe suporturi activate cu hidrazidi dacd catenele
carbohidrate ale anticorpilor sunti oxidate la grupele aldehidice cu periodat de sodiu.
Eficienta cuplarii depinde de cantitatea de proteini §i de accesibilitatea catenelor laterale
de carbohidrati.. In cazul imunoglobulinelor randamentul cuplarii a fost de 74% si raportul
anticorp-antigen legat este 1:2. Aceastd metodi conduce la obtinerea unor suprafate avand
toate situsurile de legaturd pentru antigene accesibile cuplarii.
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Imobilizarea prin resturile reduse sulfhidril

Anticorpii sau fragmentele de anticorp F(ab’), pot fi reduse prin tratarea cu 2-
mercaptoetilamini. Aceasta este o metoda de reducere preferentiald a puntilor sulfurice din
regiunea “balama” mentinindu-se impreuni lanturile grele ale anticorpului. Drept rezultat
molecula de anticorp este scindatd in doud fragmente cu grupe sulfhidril libere, ce pot fi
folosite pentru imobilizarea directd pe un suport activat cu iodacetil sau bromacetil. Se
formeazd o legiturd tioetericd foarte stabilat intre anticorp §i suport. fn plus, cinetica
cuplarii este foarte rapidd (15 min). De cele mai multe ori este mai avantajos sa se
foloseascd fragmentul F(ab’), redus decdt reducerea fintregului anticorp, deoarece
fragmentul Fc al intregului anticorp poate da nastere la legituri nespecifice. Fragmentele
Fab au fost imobilizate ele cgenerdnd suprafefe cu capacitate mare de cuplare, adsorbtia
nespecifica fiind micd in acest caz, preparatele obtinute avand o stabilitate mare. O altd
posibilitate este autoasambiarea anticorpilor redusi sau a fragmentelor de anticorp direct pe
suprafete de aur.

6.4. INTERACTIUNEA SPECIFICA FATA DE CEA NESPECIFICA

O problema asociatd cu imunosensorii nemarcafi este legarea nespecificd dintre
antigen si anticorp, deoarece nu existd posibilitatea discriminarii exacte intre semnalele
masurate pentru interactiile specifice si cele nespecifice. Pentru a se putea realiza o a stfel
de diferentiere, traductorul ar trebui si fie sensibil la modificarile conformationale ale
situsului de legare a antigenului sau la modificirile de distribufie a sarcinilor in jurul
acestui sttus in momentul legdrii antigenului. Lee i colab.[35] au construit un astfei de
imunosensor, prin cuplarea fluoresceinei de proteina A. La adaugarea IgG care se leagi de
proteina A, cimpul electric local s-a modificat, §i ca urmare s-a modificat concentratia
locald a grupérilor OH'. Deoarece intensitatea fluoresceinei este depentd de pH, aceasta
interactiune (proteina A cu IgG) peate fi masurata.

Pentru a se obt{ine un imunosensor cu caracteristici controlabile suprafata acestuia
trebuie proiectatd intr-un mod care sd se asigure o cuplare specificd superioard celei
nespecifice. Factorii care influienteaza adsorbtia antigenilor de provenientd proteica sunt:
caracteristicile suprafetei, proteina i conditilie din solutie. Este bine cunoscut faptul ci
adsorbtia este mai mare in cazul suprafefelor hidrofobe decit in cazul celor hidrofile. Mai
mult s-a demonstrat cd, de obicei, adsorbtia maximi are loc in jurul valorii punctului
izoelectric al proteinei adsorbite. O explicatie posibild pentru aceasta este apantia unei
repulsii minime intre moleculele adsorbite. Pentru a proiecta o suprafafa cu o adsorbtie
nespecificd redusd ar trebui s se obfind o energie liberd interfaciald minima intre acea
suprafata §i solutie. Acest lucru este posibil daci se folosesc, spre exemplu, hidrogelurile
sau polimeri hidrofili cum ar fi oxizii polietilenici.

6.5. REGENERAREA IMUNOSENSORILOR

Regenerarea suprafefei imunosensorilor este una dintre problemele des intilnite in
studiul acestora. In organism anticorpii sunt utilizati de citre sistemul imun pentru a se
ataga de moleculele striine in vederea elimindrii lor de ciitre anumite celule. in acest mod
in naturd se asigurd ireversibilitatea interactiilor anticorp/antigen. Pentru realizarea unor
imunosensori foarte sensibili ar trebui folosifi anticorpii cu afinitate mare. in acest caz
cuplarea dintre anticorp §i antigen devine aproape ireversibild, ceea ce se poate explica prin
faptul cd, constanta de afinitate este controlati de viteza de disociere §i mai putin de viteza
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de asociere. Astfel apare o contradicjie lutre reversibilitatea rapid i sensibilitatea mare,
care reprezinti proprietdfi dorite in cadrul aplicatiilor practice ale biosensorilor. In acest
sens se pot folosi anticorpi cu o afinitate micd dar in aceste conditii imunosensorul nu mai
este sensibil. Deasemenea, s-a demonstrat faptul ci daca in solufie complexul liber poate
disocia, acest lucru nu este intotdeauna valabil in conditiile in care anticorpii sunt
imobilizati pe un suport solid. Cinetica disocierii de pe un suport solid este citeodatd mult
mai lentd. O posibild explicatie se bazeaza pe faptul ca stratul de separare dintre suprafajd
si solutie con{ine o concentratie foarte mare de anticorpi fapt care impiedica deplasarea
antigenului in acest mediu pentru a difuza inspre masa solufiei. De aceea sunt necesare
conditii extreme de eluie cum ar fi un pH foarte mare sau foarte mic, concentratii mari de
sdruri sau anumifi agenti de denaturare. Elufia realizatid gn astfel de condifii extreme
conduce de obicei la o denaturare partiali a anticorpilor imobilizati. In literaturd se
specifici faptul ¢ chir in conditiile utilizarii unei solutii de uree § M ca agent de disociere
imunoreactivitatea anticorpilor scade foarte putin, aceftia putdnd fi folositi in cadrul a 40
de determindri. O solutie pentru evitarea problemei regeneririi este aceea de a realiza
imunosensori de unicd folosintd, care ar presupune insd ca reproductibilitatea obtinerii
acestora sd fie foarte bund deoarece acesti sensori nu pot fi calibrati. O altd solutie ar fi
legatd de posibilitatea indepartarii complexului anticorp:antigen dupé fiecare méasurdtoare.
Acest lucru se poate realiza prin folosirea unei suprafate pe care si fie imobilizata proteina
A sau G deoarece fragmentul Fc al anticorpilor se lega de una din aceste proteine.

6.6. ASPECTE TEORETICE ALE IMUNOANALIZEI

Interacfia dintre anticorp §i antigen este asemdindtoare celei dintre enzima gi
substratul sdu. Centrul de legare pentru antigen al anticorpului este similar centrului activ
al enzimei. Prio studii cristalografice cu raze X, s-a stabilit faptul cd 15 pana la 22 resturi
de amineacizi aparjinind centrului de legare ai Ag sunt implicati in legarea acestuia de Ac.
Dintre acegti 3 pand la6 resturi de aminoacizi contribuie la energia liberd a legiturii.
Interacfia, ca §i in cazul celei dintre enzimi §i substrat este, de naturd biospecifica
cenformatia tridimensionald a acestora avand o contribufie decisiva. Interactia Ag-Ac are
la baza legaturi slabe necovalente cum ar fi cele electrostatice, legituri de hidrogen sau
prin forte van der Walls.

Prin definitie, 0 imunoanalizi reprezintd un instrument analitic care se bazeazi pe
distrtbufia antigenului liber (analitului) in raport cu antigenul legat de anticorpul
corespunzator. Astfel se pot obtine informatii cantitative. Cel mai folosit model teoretic
pentru descrierea legdrii reversibile a antigenului de anticorp este modelul Scatchard:

Ag+ Acetis AgAc
_ka _ [AgAc] 6.1)

o
k., [AgllAc]
6.2)
k«_*l reprezintd constanta vitezei de formare, k_; reprezinti constanta vitezei de disociere iar
Kar constanta de afinitate care descrie tiria cu care anticorpul leaga antigenul corespunzator

si se situeazi in domeniul 10%-10'2 M, Performantele metodelor imunochimice sunt legate

de valoarea constantei Ko in sensul ci pentru valori mari ale acesteia se obtin limite de
detectie scizute.
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. Concentratia totald de anticorp [Ac] este descrisd de ecuatia 6.3:
[Ac,,1=[Ac]+[AgAc] (6.3)

Prin inlocuirea concentratiei anticorpului liber cu concentragia anticorpului total
minus anticorpul legat, rezultd urmatoarea ecuatie:

[AgAc)
K,= - (6.4)
([Ac,, 1-1AgAcD[Ag]
prin rearanjare rezulta:
[AgAc] . -
————=K_[Ac,]1- K [AgAc (6.5)

Fractiunea legatd [AgAc] este notati in general cu (B) iar fractia libera este notatd
cu [Ag]. Reprezentarea graficd a raportului B/F (legavliber) in functie de B este redat in
figura 6.3.

Fig. 6.3. Graficul Scatchard pentru (a)-anticorpi monoclonalt;
(b)-anticorpi policlonali.

In conditiile utiliziri anticorpilor monoclonali, din graficul Scatchard este posibila
determinarea constantei K,r precum §i a concentratiei totale de anticorp care se obtine din
intersectia cu abscisa. In cazul anticorpilor policlonali, este dificild estimarea valoarii K
datorita amestecului de tipuri de anticorpi cu diferite constante de afinitate.

In functie de curba Scatchard obtinuti este posibild uneori impirtirea populatiei de
anticorpi in doud, aga cum rezultd §i din figura 6.3.b. Partea superioara a curbei reprezinti
anticorpii cu afinitate mare, iar partea de jos a curbei reprezinta anticorpii cu afinitate mica.
Prin trasarea graficului B functie de IgF (a se vedea figura 6.4.) se poate estima valoarea
medie sau aparentd pentru K, pentru o populatie de anticorpi policlonali. In cazul unei
analize competitive aceasta corespunde unei curbe de calibrare relativid la Ag obtinuti in
conditiile unei legdri libere de 50% a anticorpilor(ICso).
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Fig.6.4. Curba de saturare a anticorpului

-6.7. PRINCIPIILE IMUNOANALIJIZE]

Clasificarea principalelor metode imunoanalitice este redata figura 6.5.

Cu separare Férd separare Analizi directd Analizi tip “sandwich”
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Fig. 6.5. Ciasificarea imunoanalizelor
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Imunodetermindrile pot fi impirtite in determindri directe §i indirecte.
Determindrile directe nu necesitd folosirea unor markeri in scopul cuantificirii relaiei
dintre antigenul legat si cel liber. O metoda directd bine cunoscutd este RPS (rezonanfa
plasmonici de suprafatd). Totusi, in majoritatea imunodetermindrilor este necesard
utilizarea markerilor (ex. imunoanaliza indirecta), in special in cazul realizérii unor
determindri foarte sensibile. Markerul este legat fie de antigen fie de anticorp. Enzimele,
radioizotopii sau moleculele care genereazd fenomele de fluorescentd, sau de chemi-
luminiscent sunt exemple de markerii folosifi in imuncanalize.

Imunodeterminrile pot fi de asemenea clasificate dupa principiul competitiv sau
necompetitiv al acestora. Imunodeterminarea omogend nu necesitd etape de separare a
moleculelor marcate (Ag sau Ac') de cele nemarcate (Ag sau Ac), astfel incét reactia
imunochimici dintre moleculele marcate si cele nemarcate da nastere direct la o modificare
de semnal misurabild. S-au realizat de asemenea, diverse tipuri de analize omogene bazate
pe markerii enzimatici. In general metodele heterogene conduc la o mdrire a sensibilitati
atdta timp cit efectele de matrice nu vor influenta tot atat de mult performangele analizet.
Metodele imunoanalitice pot fi deasemenea clsificate in competitive (metoda reactivului
limitat) si necompetitive (metoda reactivului in exces), care ia randul lor pot fi impartite in
sub-clase.

.6.7.1. IMUNOANALIZA COMPETITIVA

Imunodeterminirile competitive pot fi realizate in moduri diferite, cele mai utilizate
fiind tipurile directe §i indirecte §i inlocuirii. Molecule mici de antigen sunt de obicet
determinate prin metode competitive, de exemplu modalitatea directd a fost utilizat pentru
detectia atrazinei, acidului 2,4-difenoxi acetic §i a paraquat-ului. Modalitatea indirectd a
fost folositd, deasemenea, pentru analiza unor molecule mici, cum ar fi atrazina sau,
clorpirifosul. Determinarea acidului 2,4-diclorofenoxi acetic s-a realizat pe baza utiliziri
principiul inlocuirii.

Sensibilitatea metodelor competitive directe este limitatd de diversi factori, cum ar
fi: constanta de afinitate K, precizia determinérilor la concentratii mici de compus de
determinat precum §i de legarea nespecifica. Teoretic,cu cat concentratia de analit-marker
folositd este mai mica cu atat limita de detectie scade §i cu atit mai pufin Ac este necesar in
determinare. Pentru a se minimaliza eroarea estimaririi centrelor de legare rimase
neocupate este necesari folosirea unei concentratii mici de anticorp. In principiu, acest
lucru inseamna cd K,r limiteaza sensibilitatea determindrilor deoarece procentul de ocupare
a centrelor de legare este determinat de afinitatea dintre anticorp si antigen. Ssensibilitatea
depinde totusi de o precizie mare §i de o legarea nespecifici foarte mica.

6..7.2. IMUNOANALIZA NECOMPETITIVA

Metodele imunochimice avand la baza iteractii necompetitive pot implica un singur
centru de legare al Ac sau doi centrii de legare ai Ac (“sandwich”). Determinarea prin
tehnica “sandwich” se aplicd numai in cazul antigenelor de dimensiuni moleculare mari,
deoarece Ag necesita cel putin doi epitopi pentru a fi capabil s lege doi anticorpi simultan.
Acest tip de analiza prezinta o sensibilitate mare.

Imunodetermindrile necompetitive sunt mai sensibilea decit cele competitive.
Teoretic, se poate calcula valoarea limitei optime de detectie in determindrii competitive
comparativ cu cea necompetitivd pentru o aceeagi reactie antigen-anticorp. Pentru o
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valoare a constantei de afinitate de 10'> M' limita de detectie pentru analizele competitive
si necompetitve a fost gasitd a fi 10M si respectiv 108 M.

6.8. MARKERI FOLOSITI PENTRU OBTINEREA !NFORMATIEI ANALITICE
SI BIOCHIMIA CONJUGARII

Unul dintre cei mai importan{i factori in dezvoltarea metodelor imunochimice il
reprezinti marcarea a antigenului sau a anticorpului, acesta avdnd si o contributie
semnificativa si la sensibilitatea metodelor. Markerii sunt folositi pentru a diferentia §i
cuantifica distribufia antigenelor legate fatd de cele nelegate. Initial au fost utilizati
markerii radioizotopici: "'I )21 *H, 5i 'C, la care se renunta treptat datoriti in special
toxicitatii lor. Proprietitile chimice ale markerilor sunt esentiale in cadrul determindrilor
imunochimice, fiind important ca acestia sd posede anumite proprietiti cum ar fi: (i) sa
poata fi detectabili in concentratii foarte mici pentru a asigura o sensibilitate de 1051078
moli; (ii) capacitatea de legare a reactantului marcat trebuie sa fie nealteratd §i prin aceasta
neinfluentdndu-se interactiile biochimice; (iii) interactiile nespecifice ale markerului
trebuie se fie cAt mai mici posibil; (iv) reactantul marcat trebuie si fie cat mai stabil; si (V)
s prezinte o toxicitate scizuti. In tabelul 6.1.se prezintd o serie de markeri neizotopici
folositi in imunoanalize.

Tab. 6.1. Markerii neizotopici folositi in imunoanalizi [28]
,___A.ﬁ_—b‘.—v‘—*- B S T e i e S e e S S s I OO

Markeri Determinare
] Enzimi Catalaza Amperometrici- determinarea O,
i Glucoz oxidaza
Peroxidazi Determinarea luminiscentei
Luciferaza
Ureaza Determinare potenjiometrica a fenolului
| Catalizatori Hemina Determinarea luminiscentei
‘ Fluorofori Fluoresceina Determinarea fluorescentei
: ex.FITC
(fluorescein izotio-
cianatul)
Substate electroactive Ferrocenii Determinare amperometricd
Lipozomi Marker ionic Determinarea potentiometricd a markerului |
ionic

Antigenul (sau anticorpul) trebuie marcat in aga fel incit si nu prezinte un
impediment steric pentru legarea anticorpului sau antigenului de compusul de dozat. In
cazul unor analiti de dimensiuni mici,intre marker §i imunoreactant se intercaleaza un
compus chimic care are rolul de mentine conformatia stericd. Principalele aspecte care se
au in vedere in condifia conjugdrii imunoreactantilor sunt urmatoarele: (i) grupele reactive
ale markerului, (ii) reactivii folositi pentru cuplarea acestor grupe reactive (iii) cantitatea
de marker folosita (iv) condifiile experimentale (v) izolarea si purificarea conjugatului.
Exemple de grupe reactive aparjinind enzimelor i anticorpilor si care sunt folosite in mod
curent pentru conjugare sunt: amino, tio, fenoxi, carboxi.
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16.9. IMUNODETERMINARI ELECTROCHIMICE

Aceste metode sunt cele mai apropiate de sensul adevarat al imunosensorilor.
Uneori, este dificil sd se faci o distinctie clara fntre imunosensori §i tehnici imunoanalitice
care au la bazi metode electrochimice, deoarece modurile de abordare §i tehnologia
folosite sunt foarte apropiate sau identice. Tehnicile analizei omogene se bazeazid pe
modificarea semnalului dat de marker in momentul in care conjugatul analit-marker
formeazd imunocomplexul cu anticorpul (figura 6.6.). Datoritd formarii complexului,
centrul activ al enzimei este ecranat (mascat) si accesul cdtre acesta al moleculelor de
substrat este partial sau complet blocat. Acest mod de determinare este foarte simplu,
componentii reactiei se amestecd cu proba iar raspunsul se masoard de obicei cinetic. S-au
descris astfel de tehnici avand la bazd clorperoxidaza i glucozo-6-fosfat-dehidrogenaza.

Tipurile de determindri heterogene au fost studiate mai mult datoritd limitelor lor de
detectie mult mai bune pe care acestea le prezintd. De obicei, imunoanaliza conventionald
in fazd solida bazaid pe enzima imobilizatid (ELISA) se realizeaza pe micro-pléci, in tuburi,
capilare sau plici de sticld. Reactia este urmdritd prin intermediul unui de sensor
electrochimic care poate detecta semnalul generat de markerul folosit; deci componenta
imunochimicad nu este in contact intim cu traductorul. Metoda presupune in continuare o
serie de etape de spilare, de aditie a substratulu si de incubare dupd care in final se obtine
produsul de reactie care poate fi madsurat electrochimic prin intermediul unor sensorii
chimict sau al unor biosensori.

CONJUGAT FRODUS
ANALIT-ENZIMA
(ENZIMA ACTIVA)

SUBSTRAT

i imuncreactie
&' SUBSTRAT

Fig. 6.6. Principiul imunoanalizei omogene.Prin cuplarea analitului de
Ac specific rezulta inactivarea enzimei.

IMUNOCOMPLEX
(ENZIMA INACTIVA)

Markeni enzimatici au fost utilizati in cadrul imunodetermindrilor electrochimice,
in tabelul 6.2. fiind redate o serie de exemple.
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Tab. 6.2. Exemple de markeri enzimatici folositi pentru imunodetectia electrochimica [28].

ENZIMA SUBSTRATUL TRADUCTOR
Peroxidaza H,O; + iodura (ferocen, ginona) Amperometric
H,0; transfer direct de electroni Potentiometric
Lacaza O+ hidrochinona Amperometric (O;)
Catalaza H,0, Amperometric(O,)
Glucoz-oxidaza O, (ferocen + glucoza) Amperometric.
Alcalin-fosfataza p-aminofenil fosfat Amperometric
Galactozidaza p-aminofenil B-D-galactozidaza Amperometric
Potentiometric
Ureaza Urea Conductometric
Acetil-colinesteraza Acetilcolina Amperometric

Afinitatea anticorpilor pentru analit este caracterizatdi de obicei cu ajutorul
constantei cinetice de echilibru al asocierii K,. Valori mari ale constantei K5 conduc la o
sensibilitate mica a metodelor. In scopul regeneriri suprafetei sensibile a sensorului
anticorpii trebui si prezinte anumite proprietdti cinetice. Astfel, anticorpii cu constante
cinetice ale vitezelor de disociere foarte scizute (kg<10™s™), sunt adecvati sistemelor de
unicd folosintd, suprafata sensorilor neputind fi regeneratd prin disocierea
imunocomplecsilor.

In cazul analizelor competitive, limita de detecfie poate fi imbundtatitd prin
folosirea analifilor marcafi la dilutii foarte mari, deoarece o cantitate mai mica de analit
este suficientd pentru a satura situsurile de legare de pe suprafata sensibild. Pe de altd parte,
aceastd abordare este limitata de faptul ca semnalul generat de markerul legat trebuie si fie
madsurat cu precizie. Pentru obtinerea unui semnal mairit, este necesard aplicarea unor
scheme de amplificare pentru reciclarea produgilor eliberati in reactia markerului
enzimatic.In continuare se vor prezenta céteva exemple elocvente.

Alcalin-fosfataza (ALP) este folositd frecvent in imunoanalizele fotometrice si
amperometrice conventfionale. Substratul utilizat in reactia enzimaticd este 4-aminofenil
fosfat (PAPP), acest compus putdnd fi ugor oxidat la un potential scizut al electrodului
(0,3V). In acest mod s-a determinat a-fetoproteina si teofilina, in cadrul unei analize in
flux.

Determinarea fosfatazei acide prostatice, necesita ALP cu NADP* drept cosubstrat.
NAD", produs in urma hidrolizei este regenerat in urma reactiei cu alcool-dehidrogenaza i
diaforaza, semnalul analitic fiind generat prin oxidarea amperometrici a ferocianurii.

6.10. IMUNOSENSORI

Imunosensorii se bazeaza pe intereactia specificd dintre Ag:Ac, discutati mai sus.
Analizele au la baza modele imunochimice heterogene. Conexiunile dintre elementele de
biorecunoagtere i electrozi sunt realizate prin diverse tehnici. Initial, erau tehnicile bazate
pe membrane de biorecunoagtere, acestea fiind aplicate la constructia biosensorilor. Cateva
modele s-au bazat pe electrodul de oxigen Clark ce era pus in contact cu membrana ce
continea anticorpii legati. Catalaza era folositd drept marcator ce catalizi eliberarea
oxigenului, determinarea a-fetoproteinei folosind conjugarea ei cu catalaza fiind un bun
exemplu. Mai convenabil a fost, mai apoi, legarea directi a moleculelor imunospecifice de
suprafata sensibild datorit ori adsorbtiei, ori legirii covalente. A fost descrisi in literaturd
o metoda de analiza tip “sandwich” in care anticorpul primar era imobilizat pe particole de
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grafit dispersate, incdt imunoreactorul astfel construit servea simultan §i ca electrod.
Anticorpul secundar a fost marcat cu peroxidazi. De obicei electrozii sunt folosifi de mai
multe ori §i numai membranele de biorecunoastere sunt inlocuite. Sensorii obtinuti prin
tehnica “screen printed” au servit la dezvoltarea imunosensorilor amperometrici pentru
detectia ierbicidului acid 2,4-diclorfenoxiacetic folosindu-se peroxidazd drept marcator.
Limita de detectie obfinuti a fost de 0,1pug/L, mai tirziu obf{indndu-se o crestere
substantiala de sensibilitate (9 ng/L, timp de analiza 30 min) folosind acetilcolinesteraza cu
activitate foarte mare ca marcator.

Electrozii potetiometrici au fost aplicati la monitorizarea modificnlor
supratensiunii de reactie in cursul transferului electronic direct dintre electrod si
peroxidaza legatd §i marcatorii pe bazd de lacaza. Conjugatul acetilcolinesteraza-hCG a
fost determinat cu un electrod de pH.

Un sistem bazat pe capacitatea electricd este cel folosind electrozi pe care s-a depus
polimerul Eudragit S 100 care se dizolvd spontan in mediu bazic. Prin hidroliza enzimatici
a ureei are loc o marire a pH-ului. Aceastd posibilitate a fost utilizati la determinarea IgG
folosindu-se ambele tipuri de analize, competitivé i necompetitiva; limita de detectie fiind
de 0,1 pg/L in ambele cazun, obtindndu-se o modificare a capacititii eiectrice de peste
doud ordine de mdrime. Un alt marker folosit in astfel de determindri este catalaza care
descompune apa oxigenatd cu producere de oxigen care poate conduce deasemenea la
modificari ale capacitafii. Acest principiu este aplicat la constructia CASIS (sistem
instrumental pe baza de sensor capacitiv de afinitate), dispozitiv care este livrat comercial
de firma Biotronic System.
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