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Cinética enzimatica

Cinética enzimatica. Efecto del pH

Las enzimas microbianas han reemplazado a los
catalizadores quimicos utilizados en la industria
guimica, farmacéutica, alimenticia y textil debido
a que su proceso de produccidon es mas amigable
con el ambiente comparado con los procesos uti-
lizados con anterioridad. En la actualidad dichas
enzimas tienen un gran potencial a nivel industrial,
un ejemplo de ello son las proteasas alcalinas que
se utilizan preferencialmente como aditivos en la
formulaciéon de detergentes sobre compuestos
sintéticos, debido a su capacidad para degradar
manchas proteinicas como sangre, chocolate y le-
che (1). Dos tercios de las proteasas producidas a
nivel industrial son de origen microbiano, entre los
que destacan principalmente el género Bacillus sp.
Las proteasas utilizadas deben tener un alto nivel
de actividad y estabilidad en un amplio intervalo
de pH y temperatura, por lo que es importante
implementar estrategias para su obtencion con
la finalidad de incrementar su rendimiento. En
este sentido, se implementd el uso de lodos resi-
duales para la producciéon de proteasas alcalinas
a partir de Bacillus licheniformis, para lo cual se
llevdo a cabo la recuperaciéon y purificacion de la
proteasa a partir del filtrado del cultivo fermenta-
do. La eficacia de la enzima se ha examinado en
presencia de detergentes comerciales estandary
se determin6 que su maxima actividad fue a 60
°C, manteniendo el 97 % de su actividad durante
180 min de incubacién y que la presencia de Ca%*
y Mn2* incrementaron la actividad (2).

La actividad de la enzima se determiné por el
método modificado de Kunitz (2), midiendo a 275
nm la produccion de tirosina liberada a partir
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de la hidrolisis de caseina. Se incubd 1 mL de la
enzima diluida con 5 mL de caseina (1.2 % p/v)
por 10 min a 37° C a diferentes valores de pH.
El intervalo de pH se realiz6 utilizando diferentes
amortiguadores; acetato (pH 5), fosfato (pH 6-7),
borato (pH 8-9), bicarbonato (pH 10), Robinson
y Stokes (Na,HPO, + NaOH) (pH 11-12). La re-
accion se detuvo por la adicion e incubaciéon de
la mezcla con 5 mL de acido tricloroacético (TCA)
al 10 % (w/v) para desnaturalizar y precipitar la
proteina no hidrolizada. Una unidad internacional
de actividad (IU) se define como la cantidad de
enzima requerida para liberar 1 pmol (181.2 pg)
de tirosina/min a partir de caseina a pH 8.2 y 37°
C. La tabla 1 muestra la actividad de la proteasa
alcalina de B. licheniformis a diferentes valores
de pH.

Con los valores obtenidos determinar:

1. 1a Vhyax, Kn v la eficiencia catalitica (Vima/Kn) a
cada valor de pH del ensayo.

2. los valores de pK, e identificar los residuos de
los aminoacidos involucrados en la unién y en la
catalisis.
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