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Se ha demostrado que la actividad de las enzimas
varia respecto al pH, debido a que en su sitio
activo pueden tener aminoacidos con varios gru-
pos ionizables (acido aspartico, acido glutamico,
cisteina, histidina, arginina y lisina) involucrados
en la unién y catdlisis. A bajos valores de pH la
enzima esta protonada (E"*!) mientras que a altos
valores estara desprotonada (E™'), de acuerdo con
el siguiente modelo para dos grupos ionizables:
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Donde se asume que las tres formas de la
enzima son capaces de unir al sustrato pero solo
la forma E"S es cataliticamente activa: n es el
nimero de grupos ionizables, E" es la forma de
la enzima cataliticamente activa, E"*' y E™! son
las formas no cataliticas, K.; Yy K.> representan las
constantes de disociacién de protén de la enzima
libre, K.s; Y Kes» las constantes de disociacion de
proton de los complejos enzima-sustrato (E"*'S vy
E™1S), a y B son factores que modifican la afinidad
de la enzima por el sustrato.

La ecuacion de velocidad de Michaelis-Menten
que describe el efecto del pH sobre la enzima es:
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Los valores de los parametros cinéticos son
aparentes, lo cual se indica con asteriscos pues
estan afectados por la concentracion de protones
[H*].

Con los valores de la Tabla 1 se construyd la
grafica de actividad de la proteasa alcalina a di-
ferentes concentraciones de caseina y diferentes
valores de pH (Fig. 1); con los mismos datos se
realizd el grafico de dobles reciprocos 6 grafico
de Lineweaver-Burk (Fig. 2), donde se puede ob-
servar que la K, la V. Yy la eficiencia catalitica
dependen del valor del pH del ensayo. Los valores
de K, Vimax Y Vimax /Km s€ pueden obtener a partir
de los valores de la ordenada al origen (1/Vax),
abscisa al origen (-1/K,,) y de la pendiente (K,,/
Vnax) de la figura 2. En la Tabla 2 se muestran
los parametros cinéticos calculados a cada valor
de pH utilizando el método de Lineweaver-Burk.
Se determind que a valores de pH extremos (pH
5y 12) la velocidad méxima de la proteasa fue
muy baja en comparacidon con las actividades
determinadas en el intervalo de pH 9-10 (el valor
de la ordenada al origen b= 1/V,,., disminuye);
la afinidad de la enzima (K,,) en el intervalo de
pH analizado es variable (el valor de la abscisa
al origen a= -1/K,,), mientras que la eficiencia
catalitica de la enzima se incrementa a pH 10.
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Tabla 1
Actividad de la proteasa alcalina de Bacillus licheniformis a diferentes valores de pH

Actividad de la proteasa alcalina (IU/mL)

Caseina

(mM) pH 5 6 7 8 9 10 11 12
0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0.15 0.18 0.35 0.66 2.54 3.89 1.8 0.32
10 0.22 0.254 0.72 1.32 4.8 7.9 2.3 0.98
20 0.35 0.43 0.85 1.65 5.72 8.43 3.6 1.43
30 0.55 0.68 0.98 1.98 6.43 9.32 4.87 2.101
40 0.72 0.89 1.12 2.08 6.78 9.89 5.32 2.62
80 0.85 0.912 1.23 2.32 6.9 10.05 5.54 3.18

Una unidad internacional (UI) es igual a un 1 pmol de tirosina producido por minuto.
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Figura 1. Actividad de la proteasa alcalina a diferentes valores de pH. Los ajustes se obtuvieron de forma inde-
pendiente a cada valor de pH utilizando la ecuacién no lineal de Michaelis-Menten.
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Figura 2. A partir del grafico de Lineweaver-Burk a) intervalo acido de pH (5-7) y b) intervalo basico de pH
(8-12) se pueden obtener los valores de K, Vinax ¥ Vmax /Km @ partir de la ordenada al origen (1/Vmnax), abscisa al
origen (-1/Ky,) y de la pendiente (Kpy/Vmax)-

Tabla 2

Parametros cinéticos de la proteasa alcalina de Bacillus licheniformis obtenidos a partir de la
caracterizacidn cinética realizada a diferentes valores de pH y calculados a partir del ajuste por
regresion lineal del método Lineweaver-Burk

Ve Kn* Vs /0 &
PH (IU/mL proteina) (mM) min-
5 1.6 17.3 0.1
6 3.3 18.9 0.2
7 2.4 7.7 0.3
8 5.2 16.3 0.3
9 9.0 12.0 0.8
10 11.9 9.4 1.3
11 6.4 13.6 0.5

12 2.7 11.7 0.2
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Considerando el doble reciproco de la ecuacién
2, la ordenada al origen es:

KESZ
VmaxH+

1 1 H*

Vmax Vmax Vmax Kesl

A valores de pH bajos (1-6 6 [H*] alta), el
término Keso/(VmaxH*) puede despreciarse, por lo
gue la ecuacién 4 se reduce a:

De forma similar, el término H*/(VnaxKes1 ) puede
despreciarse a valores de pH altos (8-14 6 [H*]
baja), por lo que la ecuacidn 4 se reduce a:
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La pendiente del doble reciproco de la ecuacion
(3) es:

K. K K
= H++ mte2 + m ee e van "”7

Vmax H * Vm ax

El término (KmKe2)/(VmaxH*) puede ser despre-
ciado a valores de pH bajos (1-6 6 [H*] alta), por
lo que la ecuacion 7 se reduce a:
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De modo similar, a pH basico, el término K./
(Vimax Ke1) HY puede ser despreciado a valores de
pH altos (8-14 6 [H*] baja); por lo que la ecuacion
7 se reduce a:

*

Km Km.Ke2 Km

Vmax H *

Vmax Vmax

Considerando las ecuaciones anteriores, es
posible regraficar los valores de las ordenadas al
origen (1/Vmay) Y las pendientes (Kim/Vimax) VS [H]
0 1/[H*] dependiendo del intervalo de pH (acido
o basico, respectivamente). En estos regraficos
es posible obtener el valor de las constantes de
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disociacion K.y, Kea, Kest Y Kesz, @ partir del cruce
con las abscisas (Fig. 3). Los valores de pKj, se ob-
tuvieron calculando el - logaritmo de las constantes
de disociaciéon y fueron pK.;= 5.09, pK.,=11.7,
pPKes1=5.3 Yy pKesz =11.6. En los regraficos es im-
portante notar que solo se deben tomar en cuenta
aquellos puntos que caen dentro de la recta, ya
que los que no lo hacen se encuentran fuera del
intervalo de pH estudiado.

Otra forma de calcular los valores de pK, con
mayor precision es realizar el ajuste por regresion
no lineal utilizando las ecuaciones 2 y 3 descritas
anteriormente (Fig. 4). La ecuacién 2 se editd
para obtener los valores de Kqs; ¥ Kesp; mientras
que a partir de las ecuaciones 2 y 3 se obtuvo la
ecuacion 10 para obtener Kqy Y Kes:

()
(1 + D + G

Vinax _

K, ..10

La edicidn de estas ecuaciones se realizd utili-
zando el programa de computo Origin 5.0. Al reali-
zar el andlisis a pH acidos se observo la presencia
de un tercer grupo ionizable que probablemente
esté participando en la estabilidad de la enzima
(Fig. 4). La ventaja al utilizar este método es que se
obtienen los valores de pK, de unidén y de catalisis
directamente esto es, sin regraficos (Tabla 3).

Una tercera opcidn para obtener los valores de
pK, es mediante el uso del grafico de Dixon Webb,
obtenido a partir de la forma logaritmica de las
ecuaciones 2 y 10. Para la ecuacién 2, se obtiene
la siguiente ecuacion en forma logaritmica:

H+ Kesz
) )

A pH acido, los términos 1 y K.s/H* se pueden
despreciar debido a que son muy pequefios re-
specto a H*/Kes; , por lo que la ecuacién simplificada
es:

log Vipax = log Viuax — log

log Vimax™ = PH — (PKes1 — 108 Vingx) v e vee wnr 12

A pH basico, los términos 1y H*/K.; se pueden
despreciar debido a que son muy pequefios respecto
a Kes/H*, por lo que la ecuacion simplificada es:

l0g Vinax™ = PH + (PKesz — log Vipay) < e oo 13



116 Lira Silva E, Jasso Chavez R

12 - -
" a X b

g 10 1 é 114
=~ S

g 8 1 \E 64
X N
@) 6+
* v > *O 4

: 2 3
= E

. T \el e2

| |
_ 0+ . - : . : ; %%—:/‘
-1.0x1]0<’5 5.0x10° +0-0 5.0x10° 1.0x10° 5.0x10" 0.0 5.0x10" 1.0x10"
K [H']M VK uHM

Figura 3. A partir de los regraficos a) 1/Vmax 0 Kn/Vmax versus [H*] para el intervalo de pH acido y b) 1/Vax 0
Kn/Vmax vVersus 1/[H*] para el intervalo de pH basico, es posible obtener el valor de las constantes de disociacion
Kei, Kez, Kes: ¥ Ksz, @ partir del cruce con las abscisas.
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Figura 4. Andlisis por ajuste no lineal a diferentes valores de pH obtener el valor de las constantes de disociacion
pKell pKeZ/ pKesl y pKesZ-
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Tabla 3
Constantes cinéticas involucradas en la
uniodn y catalisis de la proteasa alcalina de B.
licheniformis calculadas a partir de métodos de
analisis por regresion lineal y no lineal

Lineweaver Dixon Ajuste no
Burk Webb lineal
PKes1 5.3 6.7 7.9
PKes2 11.6 10.8 11.7
PKe 5.09 7.04 9.3
PKe> 11.7 10.4 10.2

De manera similar se obtiene la ecuacion
logaritmica a partir de la ecuacion 10 para
intervalos de pH &acido y la ecuacidén que resulta
es:

*

Vm ax

Vnax [ ( )]
log K, = pH — |pKel — log Xm v e e 14
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y para pH basico, la ecuacion es:

Vinax Vi

K., Kn
Vmax

v /

max _ g, Km_4 16

Vinax Vmax/l(

El grafico de Dixon Webb (Fig. 5) se obtuvo
graficando el log Vo * 0 el 1og (Vimax/Km)* versus
el pH, en esta grafica se puede trazar una linea
recta tangente a la curva de pendiente = 1 y
otra de pendiente= -1 (debido a que el valor de
la pendiente de la variable independiente en las
ecuaciones 14 y 15 es 1, ver ecuacion 16) hasta
que intersecten con el valor de Viax Y (Vimax /Km)
reales que se obtuvieron a partir del grafico de
Lineweaver Burk y estan marcados con lineas
horizontales.

Entonces los valores de pK, seran iguales al
valor de pH en el punto de interseccién de estas
dos lineas. Asi se puede obtener directamente los
valores de pKeasi, PKes2, PKe1 Y PKez. Es importante
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Figura 5. A partir del Grafico de Dixon Webb: 1og V.x* 0 el log (Vimax/Km)* versus el pH, es posible obtener los
valores de pKesi, PKesz, PKe: ¥ PKez. directamente del punto de interseccion de la recta tangente de m=1y m=-1

con el valor de Vpax ¥ (Vimax /Km) reales.
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mencionar que los resultados obtenidos de estos
graficos sblo seran confiables cuando la diferencia
entre los valores de pK,, evaluados a pH &acido
y basico (p. ej. pKe.1 Y pKe2), sea mayor a tres
unidades de pH. De acuerdo con la Fig. 5 los valores
calculados (pKes1=6.7, pKesx=10.8, pK.1=7.04y
pKe>=10.4) cumplen con dicho criterio.

Se determind que esta enzima fue una tipica
proteasa alcalina cuyo pH éptimo es 10. Los valores
de las constantes de disociacion obtenidos por
los tres métodos diferentes correlacionan muy
bien entre si. Los valores de pK, obtenidos a pH
alcalino (8-12), es decir para la segunda constante
de disociacion de la enzima libre y del complejo
enzima sustrato (pKe; Y pKesz) SON cercanos a
los de la tirosina (pK;=9.8-10.5) y/o arginina
(pK;=11.6-12.6). Las mayores diferencias entre
los métodos lineales y el no lineal se obtuvieron
para las constantes de disociacion a valores de
pH acido (pKei Y pPKesi). A este respecto, las
serina y treonina proteasas asi como las aspartil
proteasas, utilizan un residuo de acido aspartico
e histidina para llevar a cabo la catalisis. El pK,
de un residuo de histidina (pK,=5.5-7) o un acido
aspartico (pK,=3-5) puede oscilar dependiendo del
ambiente en el que se encuentre en la enzima. De
esta forma los valores de pK.; Y pKes1 obtenidos
del analisis lineal concuerdan con los valores de
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pK, del aspartico y/o histidina (Tabla 3). Por este
motivo es importante hacer especial énfasis en
realizar un analisis completo y adecuado al estimar
los parametros cinéticos por métodos lineales
antes de realizar el ajuste no lineal, para no sobre
interpretar los datos experimentales. Sin embargo,
para validar la participacién de estos aminoacidos
en la catdlisis enzimatica se requiere realizar
experimentos adicionales utilizando compuestos
gue reaccionen de manera especifica con estos
aminoacidos (tirosina, arginina o histidina)
mediante nitracién, cloracién o iodacion de residuos
de tirosina u oxidacion de grupos sulfuro o realizar
mutagénesis sitio dirigida para cambiar estos
aminoacidos y con ello determinar si se modifica
la actividad enzimatica al variar el pH del ensayo,
asi como la afinidad y la capacidad catalitica de la
enzima.
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