
DEPENDENCIA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA CON EL pH

Brønsted : un ácido es una especie con tendencia a perder un 
protón, mientras que una base es una especie con tendencia 
a ganar un protón.

Conceptualmente, la protonación de un grupo básico en una enzima es simplemente
un ejemplo de la unión de un modificador en un sitio específico y por lo tanto no hay
necesidad de repetir el álgebra. Sin embargo, existen varias diferencias entre los
protones y otros modificadores.

❑ En primer lugar, todas las enzimas se ven afectadas por los protones, por lo que el
protón es mucho más importante que cualquier otro. modificador.

❑ Es mucho más pequeño que cualquier otra especie química y no tiene efecto estérico;
esto significa que ciertos fenómenos, tales como la inhibición no competitiva pura,
son comunes con el protón como inhibidor, pero infrecuentes para otros químicos.

❑ La concentración de protones se puede medir y controlar en un rango mucho mayor
que el disponible para cualquier otro modificador y, por lo tanto, se puede esperar
poder observar los efectos que puedan existir en un rango amplio.

❑ Finalmente, los protones normalmente se unen a muchos sitios en una enzima, por lo
que a menudo es insuficiente considerar unión a un único sitio. En primer lugar, todas
las enzimas se ven afectadas por los protones, por lo que el protón es mucho más
importante que cualquier otro. modificador.



Desafortunadamente, se ha clasificado 
convencionalmente a los grupos ionizables 
que se encuentran en las proteínas según las 
propiedades de los aminoácidos en estado 
puro sin carga. En consecuencia….

Grupos ionizables en proteínas
Carácter Brønsted

en proteínas 

❑ el aspartato y el glutamato, que son en 
gran parte responsables de las 
propiedades básicas de las proteínas en 
condiciones fisiológicas, son 
comúnmente referidos como "ácido".

❑ De los llamados aminoácidos "básicos", la 
histidina puede actuar como ácido o como 
base en condiciones fisiológicas, la lisina 
actúa principalmente como un ácido, y la 
arginina es en gran medida irrelevante para 
las propiedades ácido-base de las proteínas, 
porque no pierde su protón a valores de pH 
inferiores a 12. 

❑ Por otro lado, dos de los llamados 
aminoácidos "neutros", la cisteína y la 
tirosina, hacen contribuciones apreciables a 
las propiedades ácido-base de las proteínas
…



Aunque…en contextos proteicos los pKa de 
estos residuos pueden variar

Y a veces  mucho…
Anomalos…



Mas allá de lo muchos aa ionizables que constituyen las proteínas….
1-la dependencia de actividad con pH presenta características que sugieren que pocos 
grupos participan (gráficos campana o S)

2-una misma reacción catalizada por dos 
enzimas distintas puede tener distintos pH 
óptimos.



El comportamiento vs. pH de muchas enzimas se puede interpretar como una primera
aproximación, en términos de un modelo simple debido a Michaelis, en el que sólo dos
grupos ionizables se consideran.
Así, la enzima se puede representar como un ácido dibásico, HEH, con dos grupos ácidos
no idénticos.

Aunque K11 y K21 definen la disociación de un protón del mismo grupo, HE− es más 
negativo que HEH por una unidad de carga, por lo que debería ser menos ácido, con K11> 
K21, no K11 = K21; por la misma razón deberíamos esperar que K12> K22.

En segundo lugar, la concentración de E2− debe ser la misma si se deriva de HEH a través 
de EH− o vía HE−; las dos expresiones para [E2−] en la ecuación 9.3 deben ser 
equivalentes, con K11K22 = K12K21.



Concentraciones relativas de las distintas formas enzimáticas en función 
del pH. Las curvas se calculan para una enzima HEH con dos grupos 
ionizables, con las siguientes constantes de disociación de grupo: pK11 = 
6.1, pK12 = 6.9, pK21 = 7.0, pK22 = 7.8



En un experimento real, las curvas nunca se pueden definir con tanta precisión como las que 
se utilizaron en la simulación. 

[EH -] / [HE−] = K11 / K12 es una constante independiente de h. 

Por lo tanto, ninguna cantidad de variación en h producirá un cambio en [EH−] que no esté 
acompañado por un valor exactamente proporcional cambio en [HE−]. En consecuencia, es 
imposible saber cuánto de una propiedad dada contribuye EH− y cuánto HE−, y para la 
mayoría de los propósitos prácticos debemos, por tanto, tratar a EH− y HE− como una sola 
especie, y volver a simular, por lo que ya no se distinguen. La concentración de H1E− ahora 
viene dada por



Planteamos un eq. en términos moleculares

Son constantes de disociación moleculares , las anteriores eran de grupo



Si la forma activa es la que tiene un protón, entonces:

v=k* [H1E-]

Curvas en forma de campana. Las curvas se calcularon a partir de la ecuación con pK1 = 6.0 y 
pK2 = 5.0-11.0. Cada curva está etiquetada con el valor de pK2 - pK1, la cantidad que 
determina su forma. (Observe que la meseta alrededor del máximo se vuelve más plana a 
medida que aumenta esta diferencia).

El máximo es notablemente menor que 1 a menos que (pK2 - pK1) sea mayor que 
aproximadamente 3. 
En consecuencia los valores del pH al que [EH−] + [HE−] tiene la mitad de su valor 
máximo no son iguales a pK1 y pK2. Sin embargo, la media de estos dos valores de pH 
es igual a (pK1 + pK2) / 2, y es también el pH al que se produce el máximo.



Prestemos atención a los gráficos…



Repasando de la clase de QB….



















Urease

oligopeptidasa

B-lactamase



La determinación de los valores de pKa 
de los grupos funcionales en enzimas es 
central para la interpretación de los 
datos de dependencia de la actividad con 
pH.

Si se dispone de la estructura 3D hay 
algoritmos que estiman estos 
valores….siempre y cuando 
consideremos que la estructura 3D 
representa la enzima active en su medio 
de origen.

CONSIDERACIONES EXP….



Buffers….
No son inocuos….
➢ A veces participan en la 

catálisis además de 
afectar a las enzimas 
(bicarbonato, 
imidazol…)

➢ Su capacidad buffer se 
afecta  con la 
temperatura

➢ Pueden tener 
impurezas (metales 
pesados….)

➢ En general se requiere 
cubrir rangos amplios 
de pH…y entonces? 
Como hacemos…. Si 
usamos varios 
buffers…como 
hacemos con la fuerza 
iónica?

Una pregunta no menor….cuanto tiempo es 
estable nuestra enzima en el medio 
seleccionado?
ENSAYOS DE ESTABILIDAD

CONSIDERACIONES EXP….



CONSIDERACIONES EXP….
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