Efecto del pH sobre la estabilidad y actividad de los enzimas
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Efecto del pH sobre la actividad y la
estabilidad de un enzima. Curva A:
representacion de v frente a pH. Curva B:
v a pH = 6.8, después de preincubar el
enzima a los valores indicados de pH. La
disminucion en la actividad entre pH =
6.8 y 5 y entre 6.8 y 8, puede atribuirse al
efecto del pH sobre los grupos ionizables
del sitio activo o del sustrato. La
disminucién en la actividad por encima
de pH = 8 y por debajo de pH =5 puede
atribuirse a la desnaturalizacion
irreversible del enzima.

Curva A: Fraccion del sustrato total que
esta en la forma i6nica adecuada (A") en
funcion del pH. Curva B. fraccion del
enzima total que est4 en la forma idnica
adecuada (EH") en funcién del pH. pKa
del sustrato = 4 pKa del enzima = 7. La
linea de puntos representa el producto de
las dos fracciones que es proporcional a v
a una concentracion de [A’] << Kmap.
Debido a que los dos valores de pKa
estan separados (por tres unidades de
pH), el pH a v semimaxima serd muy
proximo a los valores de pKa
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(a) Representacion de v frente al pH a [S'] >> Kmap. (b) Representacion de v frente al pH a una [S']

>> Kmap



Mecanismos cataliticos

Para catalizar reacciones especificas, los enzimas normalmente emplean una o mas de las estrategias
siguientes:

1) Catalisis general acido base. En general en la catélisis dcido-base, una molécula diferente del agua
desempefia el papel de donador o aceptor de un proton.

2) Catalisis covalente. En la catalisis covalente, el centro activo contiene un grupo reactivo, habitualmente
un nucleofilo potente, que en el transcurso de la catalisis llega a ser modificado covalentemente de forma
temporal.

3) Catalisis por ion metalico. Los iones metalicos pueden funcionar cataliticamente de varias maneras.

a) Un 16n metélico puede actuar como un catalizador electrofilico mediante la estabilizacion de una
carga negativa sobre un intermediario de la reaccion.

b) También puede generar un nucle6filo cuando aumenta la acidez de una molécula cercana como el
agua.

¢) Alternativamente pueden unirse al sustrato, aumentando el numero de interacciones con el enzima
y asi, la energia de fijacion.

4) Catalisis por aproximacion. Muchas reacciones incluyen dos sustratos diferentes. En estos casos, la
velocidad de la reaccion puede aumentarse considerablemente si se atraen a los dos sustratos juntos sobre
una misma superficie de uniéon del enzima.
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Formacion desfavorable de carga durante la rotura de una amida y manera de evitarla mediante
catalisis. Se muestra la hidrdlisis de un enlace amida, la misma reaccion que catalizan la
quimotripsina y otras proteasas. Se puede evitar la formacion de carga desfavorable por donacion de
un proton por el H;O™ (catalisis 4cida especifica) o por HA (catalisis acida general). De modo
parecido se puede neutralizar la carga por captacion del proton por OH™ (catalisis basica especifica) o
B: (catalisis basica general), en donde B: representa cualquier base.
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Hidrdlisis del RNA en condiciones alcalinas. El grupo hidroxilo en 2" actua como un nucleéfilo
en una reaccion de desplazamiento intramolecular. El derivado 2'-3 "'monofosfato ciclico se
hidroliza a su vez, dando lugar a una mezcla de derivados 2" y 3" monofosfato. EIl DNA que
carece de grupo hidroxilo en 2’, es estable en condiciones similares.



La hidrolisis del RNA catalizada por la RNasa A pancreatica bovina es un proceso en dos etapas, con la formacioén
intermedia de un nucleétido 2°-3"- ciclico
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Dependencia de V'max / K'm respecto del pH en la
hidrolisis de la histidina 2’3" -fosfato ciclico,
catalizado por la RNasa A, donde V'max / K'm se
da en unidades de M™' s™. El analisis de esta curva
sugiere la participacion catalitica de grupos con
pKa de 5.4 a6.4.




Catalisis covalente. Ejemplos: Papaina y quimotripsina
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Centro activo de la papaina. En la reaccion catalitica
participan directamente varios residuos de
aminoacidos. El 16n imidazolio de la histidina 159 esta
Lento l estabilizado por los electrones 7 del anillo aromético

de la cadena lateral del residuo de triptofano 177. El
16n imidazolio, a su vez, estabiliza el i6n tiolato de la
cisteina 25, que es consecuentemente un reactivo
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Mecanismo catalitico de la papaina. El anion Perfil de velocidad frente a pH de la papaina. La curva
tiolato de la cisterna 25 ataca al carbono tiene forma de campana. Las ramas derecha e izquierda
carbonilico del sustrato y se forma un intermediario corresponden a las curvas de titulacion de dos residuos
tetraédrico. Este intermediario se rompe, etapa del centro activo. El punto de inflexion a 4.2

lenta de la reaccion, por la cesion de un proton del  corresponde al pKa de la cadena lateral del residuo de
16n imidazolio de la histidina 159 al grupo saliente. cisterna 25, mientras que el punto de inflexion a pH 8.2
El intermedio acil-enzima formado se hidroliza corresponde al pKa de la cadena lateral del residuo de
rapidamente gracias a la catalisis basica general del histidina 159. La actividad enzimatica es maxima

anillo imidazol de la histidina 159. Esta etapa final cuando la cadena lateral del residuo de cisterna del
regenera la forma cataliticamente activa del centro activo se encuentra com anion tiolato (RS’ y la
enzima. del residuo de histidina como cation imidazolio (ImH").
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Reaccion en dos pasos catalizada por la enolasa. Mecanismo mediante el que se convierte el 2-
fosfoglicerato en fosfoenolpiruvato por la enolasa. El grupo carboxilo del 2-fosfoglicerato (2-PGA)
esta coordinado por dos iones magnesio al centro activo. Se abstrae un proton mediante catélisis basica
general (Lys’*). El el intermedio enélico resultante se estabiliza gracias a los dos iones Mg®". La

eliminacion posterior del OH viene favorecida por la catalisis acida general (Glu*'").



Anhidrasa Carboénica

O 0]
b i 2 ”
+ 2 C
L ki Ho oM
Acido
carbonico

Centro de unioén al zinc. El zinc se une a los anillos de
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Efecto del pH sobre la actividad de la
anhidrasa carbdnica. Los cambios en el pH
modifican la velocidad de hidratacion del
dioxido de carbono. El enzima tiene la
maxima actividad a pH alto
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Mecanismo de la anhidrasa carbonica

1) El zinc facilita la liberacion de un protén
de una molécula de agua, lo que genera el i16n
hidroxido.

2) El sustrato didxido de carbono se une al
centro activo del enzima y se posiciona para
reaccionar con el 16n hidréxido.

3) El i6n hidroxido ataca al dioxido de
carbono convirtiéndolo en 16n bicarbonato.

4) El centro catalitico se regenera con la
liberacion del i6n bicarbonato y la union de
otra molécula de agua.



Reaccion Incremento de velocidad
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Aumento de la velocidad de reaccion por aproximacion y rigidez de los reactivos. Se muestran las reacciones de un éster con un
grupo carboxilato para formar un anhidro. El grupo R es el mismo en todos los casos (a) Para esta reaccion bimolecular la
constante de reaccion K es de segundo orden y tiene como unidades M™ s™. (b) Cuando los dos grupos reaccionantes forman parte
de la misma molécula, la reaccion es mucho més rapida. Para esta reaccion unimolecular K tiene como unidades s™. Dividiendo la
constante de velocidad de (b) por la constante de velocidad de (a) se obtiene un incremento de velocidad de aproximadamente 10°
M. (El incremento tiene unidades de molaridad debido a que estamos comparando una reaccion unimolecular con una
bimolecular) En otras palabras, si el reactivo en (b) estuviera presente a una concentracion 1 M, los grupos reactivos se
comportarian como si estuvieran presentes a una concentracién 10° M. Observese que el reactivo en (b) tiene libertad de rotacion
alrededor de tres enlaces, (mostrados con flechas curvadas) pero todavia representa una reduccion sustancial de la entropia en
relacion a (a). Si los enlaces que rotan en (b) estan restringidos como en (¢), la entropia disminuye todavia mas y la reaccion
muestra un incremento de velocidad de 10° M en relacion a (a).

-d[X]/dt= (KT /h) e RD X];

Variacion de la energia
del estado

AG! de transicion

K= (KT /h) e™“*®D Ecuacién de Arrhenius
ll3GI. no catalizada
La energia libre de activacion AG* puede separarse en
términos entalpicos y entropicos, utilizando otra relacion
de la termodinamica de equilibrio.

AG* = AH - TAS?
(en donde AH es la entalpia y AS] la entropia de
activacion)

Energia —

K = (KT / h) o~ (AHI-TASH/RT

Variacion de energia
asociada a la formacién
del complejo

K=(KT/h) e-AHi/RT e ASEI /R
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