DEPENDENCIA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA CON EL pH

Brgnsted : un acido es una especie con tendencia a perder un
protdn, mientras que una base es una especie con tendencia
a ganar un proton.

Conceptualmente, la protonacion de un grupo basico en una enzima es simplemente
un ejemplo de la union de un modificador en un sitio especifico y por lo tanto no hay
necesidad de repetir el algebra. Sin embargo, existen varias diferencias entre los
protones y otros modificadores.

L En primer lugar, todas las enzimas se ven afectadas por los protones, por lo que el
proton es mucho mas importante que cualquier otro. modificador.

O Es mucho mas pequefio que cualquier otra especie quimica y no tiene efecto estérico;
esto significa que ciertos fendmenos, tales como la inhibicidn no competitiva pura,
son comunes con el protdon como inhibidor, pero infrecuentes para otros quimicos.

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

U Finalmente, los protones normalmente se unen a muchos sitios en una enzima, por lo
qgue a menudo es insuficiente considerar unidén a un Unico sitio. En primer lugar, todas
las enzimas se ven afectadas por los protones, por lo que el protén es mucho mas
importante que cualquier otro. modificador.



Desafortunadamente, se ha clasificado Grupos ionizables en proteinas
convencionalmente a los grupos ionizables
gue se encuentran en las proteinas segun las 34 Crerminal <. o
propiedades de los aminoacidos en estado e
puro sin carga. En consecuencia....
QO el aspartato y el glutamato, que son en S Clutamate | /=a/
gran parte responsables de las e iidine . . MAINLY masi
propiedades basicas de las proteinas en 5. =
condiciones fisioldgicas, son ——— I Nt PPTRCRIREY
comunmente referidos como "acido". =0 e 83 Cysteine
QO De los llamados aminoacidos "basicos", la ™ '
histidina puede actuar como acido o como —@0“
base en condiciones fisioldgicas, la lisina phenol HaN " MM Lysine
actua principalmente como un acido, y la H:N../'--NH-
arginina es en gran medida irrelevante para B TR
las propiedades acido-base de las proteinas;—— - i 1‘3
porque no pierde su proton a valores de pH pH
inferiores a 12.

Caracter Brgnsted
en proteinas

' carbaxylate BASK

41 Aspartate

96 Tyrosine ACIDIC

=12 Arginine  NONE

[ Por otro lado, dos de los llamados
aminoacidos "neutros”, la cisteina y la
tirosina, hacen contribuciones apreciables a
las propiedades acido-base de las proteinas



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

Comparison of Solution-Phase pK, Values with

Y a veces mucho...

Anomalos...
pK, in Free

Acid/Base Group pK, in Protein ~ Amino Acdd
a-Carboxyl group 2-7.2 1.8-2.5

(all amino acids)
f'y-Carboxyl group 3.0-7.0 3.9-4.1

(Asp and Glu)
Imidazole (His) 5.2=7.5 6.0
Thiol (Cys) 7-9 8.4
Phenol (Tyr) 9-11 105
a-Amino group 7=10 8.7-10.7

(all amino acids)
e-Amino group (Lys) b.5-11 10.5
Cuanidinium group (Arg) 11.5-12.5 12.5

Intrinsic pk, Values Determined for Various Enzymes



Mas alla de lo muchos aa ionizables que constituyen las proteinas....

1-la dependencia de actividad con pH presenta caracteristicas que sugieren que pocos
grupos participan (graficos campana o S)

e pﬂw“ oo,

pH pH

Determination of pK, values from pH-rate plots. A, pH-
rate profile for an enzyme having one ionizable group that must be depro-
tonated for optimal enzyme activity (mid-point of ascendent acid-limb
allows the experimenter to estimate pK, ). B, pH-rate profile for an enzyme
having one ionizable group that must be protonated for optimal enzyme
activity (mid-point of ascending acid-limb allows one to estimate pK>).
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Bell-shaped pH-rate profile for an enzyme requiring

wo ionizable groups for activity. The rate is directly proportional to
the degree of ionization of the first group (determined by pK,) and
inversely proportional to the degree of ionization of the second group (gov-
erned by pK,).

2-una misma reaccion catalizada por dos
enzimas distintas puede tener distintos pH

optimos.
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pH dependence of a-amylases. As determined by Sher-
man, Thomas and Baldwin (1919), the malt and Aspergillus orvzae
amylases are most active at a pH of 4.5 to 5.0, whereas pancreatic amylase
is optimally active at pH 7.0. See text for explanation.

Optimal pH Values for Several Well-Known

Hydrolases
Enzyme

a-Amylase (pancreatic)
B-Amylase (malt)
Arginase

Acid Phosphatase
Alkaline Phosphatase
Catalase
Carboxypeptidase

w-Glucosidase

Pepsin

Trypsin

Urease

Substrate

Starch

Starch

Arginine
a-Glycerophosphate
a-Glycerophosphate
Hydrogen Peroxide
Various Proteins

a-Methylglucoside
Maltose

Egg Albumin
Casein
Hemoglobin
Various Proteins

Urea

Optimal pH

6.7

4.5
9.5-9.9
4.5-5
9-10
7.0

7.5
5.4-7.0

1.5
1.8
2.2
7.4-7.8
6.4-6.9



El comportamiento vs. pH de muchas enzimas se puede interpretar como una primera
aproximacion, en términos de un modelo simple debido a Michaelis, en el que sdlo dos

grupos ionizables se consideran.
Asi, la enzima se puede representar como un acido dibasico, HEH, con dos grupos acidos

no idénticos.

[EH] = [HEH] . X1 ~ EH"+H
- h K1 ff N\K22
[HE| = [HEH] - -2 y :
[HE"| = [HEH] - — HIH E>~ 4 2H'
- wr K11K22 K1-K>1 N K Ko
E-"| = [HEH] - — = |HEH = \"\12 21//
[E2] = [HEH] - =1L |- =2 \
HE +H
Figure 10.2. Dissociation of a dibasic acid

Aunque K,, y K,, definen la disociacién de un protén del mismo grupo, HE- es mas
negativo que HEH por una unidad de carga, por lo que deberia ser menos acido, con K,,>
K,,, no Ky, = K,;; por la misma razén deberiamos esperar que K;,> K,,.

En segundo lugar, la concentracion de E2- debe ser la misma si se deriva de HEH a través
de EH- o via HE-; las dos expresiones para [E2-] en |la ecuacion 9.3 deben ser
equivalentes, con K;K,, = K;,K,;.



If the total enzyme concentration is ¢y = [HEH] + [EH ]+ [HE ]+ [Ez_]. then

_ €o
PRET = 7.4 K11 + K12 i Kn{<zz
h h?
o
= o h
et 1o Ktk | Knka
h h?

K12
- €0 h
e =—Fekn  Kaks
1+ P
h h?
t,D.Kn{\zz
B = —p— %KX
14 ntRn R
h h?

Concentraciones relativas de las distintas formas enzimaticas en funcién
del pH. Las curvas se calculan para una enzima HEH con dos grupos
ionizables, con las siguientes constantes de disociacién de grupo: pK;; =

6.1, pK;,=6.9, pK,;=7.0, pK,, =7.8



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

[EH -] / [HE-] = Ky, / K;, es una constante independiente de h.

Por lo tanto, ninguna cantidad de variacidon en h producira un cambio en [EH-] que no esté
acompafnado por un valor exactamente proporcional cambio en [HE-]. En consecuencia, es
imposible saber cuanto de una propiedad dada contribuye EH-y cuanto HE-, y para la
mayoria de los propdsitos practicos debemos, por tanto, tratar a EH- y HE- como una sola
especie, y volver a simular, por lo que ya no se distinguen. La concentracion de H1E- ahora
viene dada por

[HhE ™| = [EH | 4 [HE ]
. Kn+Kyp
N, I
K11 + Ky " K11Ky»
h h?
o
h K11K22

_ ]
K11 + K2 S8 (K11 + Ky )h

1+

Figure 10.4. Dissociation of a dibasic acid drawn m terms of molecules rather than groups. as m Figure 10.2



Planteamos un eq. en términos moleculares

H-E
i
Y = €n
HE + H [H1E ] = 7 K,
| K +14—
TJ\J K] h
E:+ 2H*

in which the new constants K and K are defined as follows:

(IEH ] + [HE |)h
HyE]

. ([E2~]h

= Ky +Ky2 [EH™] + [HE]

Ki =Kn+Kpz2=

Son constantes de disociacion moleculares, las anteriores eran de grupo

) J— ) - . . ks
The expressions for [HoE] and [E“"] can also be written m terms of molecular dissociation constants. as follows:

A o
RS Kl
= h h?
2 €p
E“ —
= h? h
| +1

KiK; K



Curvas en forma de campana. Las curvas se calcularon a partir de la ecuacion con pK; = 6.0y
pK, = 5.0-11.0. Cada curva esta etiquetada con el valor de pK, - pK;, la cantidad que
determina su forma. (Observe que la meseta alrededor del maximo se vuelve mas plana a
medida que aumenta esta diferencia).

Singly protonated
fracdon

|.OF
0.8}
0.6k
044

02t

0.0

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

[HiE | = .
’; + 14+ E v=k* [H1E-]
K h

El maximo es notablemente menor que 1 a menos que (pK, - pK,) sea mayor que
aproximadamente 3.

En consecuencia los valores del pH al que [EH-] + [HE-] tiene la mitad de su valor
maximo no son iguales a pK; y pK,. 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 maximo.



pH pH

FICURE 7,11 Determination of pK; values from pH-rate plots. A, pH-
rate profile for an enzyme having one ionizable group that must be depro-
tonated for optimal enzyme activity (mid-point of ascendent acid-limb
allows the experimenter to estimate pK,; ). B, pH-rate profile for an enzyme
having one ionizable group that must be protonated for optimal enzyme
activity (mid-point of ascending acid-limb allows one to estimate pKs).
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FIGURE 713 pH-dependence of an ohserved rate constant Kgps. In

the lefi-hand panel, the value of the observed rate constant is plotied versus
pH, and the pH that yields the half-maximal change in the value of kg,
corresponds to the pKy In the rght-hand panel, log;o(kas) is plotted
versus pH, and the pK, corresponds to the pH at the intersection of straight
tangent line drawn at the linear segments.

Prestemos atencion a los graficos...
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Repasando de la clase de QB....

‘#&G@b
&) -
. Kei ™
4;9@0
v * Ks k KS ap > KS
EH+S 2 EHS > EH +P
S KEE 1 Umax ap = Vmax
4
V +
E
Ec. 1: Constantes de disociacion:
_ [EH].[S] [EH]. [H] [E].[H]
" |EHS] *'= |EH,] = |EH|

Ec. 2: Ecuacion de velocidad:
v = kp.|[EHS]

Ec. 3: Balance de conservacion de masa:

|Et] = [EH,| + [EH]| + [E]+ [EHS]



Reemplazar [todas especies enzimaticas] en funcion de [EHS] segin Ec. 1
(€x) - A s lbws) | bs(rusy | Wz kaqeps) (am)

ler (=) (s 1 TR (@
x) - Ens) /I ke b keeke
= ’<(51 g rrosdbim ol T K Rl >

Despejamos [EHS]  (847). lexl

(SRt L e 3 |

&-p | EX)
Reemplazar [EHS] enEc. 2 U= e e, ke UE L §

ey () " r§1—+ INGE x

<. (30
Multiplicar numerador i gl g ;
y denominador x [S] i&’? Us + b5 & e i R
o Vo S
[H] )
K, (1+ -+ 1)+ 5]







EFECTO del pH sobre la ACTIVIDAD ENZIMATICA
IONIZACION del COMPLEJO ES

EH.S
Kesl 'H‘
|{5 * KS ap < K5
EH+S 2 EHS > EH+P
KESET ) Umax ap < Umax
+
ES
Ec. 1: Constantes de disociacion:
[EH].[S] [EHS]. [H] [ES].[H]

K. K
|[EHS] “'= |EH.S] 2= |EHS]
Ec. 2: Ecuacion de velocidad:
v = kp.|EHS]

Ec. 3: Balance de conservacion de masa:

[Et] = [EH] + [EH,S] + [EHS] + [ES]



Reemplazar [todas especies enzimaticas] en funcion de [EHS] segun Ec. 1

EA) - ks fhs) , (Eus) Bl \BNHs) ¢ e, (EdS)
S)

( 5 e 5| ( H)
Exy = (8Ms) [hs . 1) i ﬁ“:~>
(=) \(5) 4 Qs; 3 | H)
Despejamos [EHS ENS) - | &x]
[ ] : s B oA ks
(%) ks | H)

V¥ hox (=)

l(" - Jﬂl ( ) + l5)+ lu‘:‘ {\-'
(=

Reemplazar [EHS] enEc. 2 -

e Al S

Sacar factor comun ks + (5) ( AL ldu__ 3 L“,
¢ R } 1)

Dividir numerador y denominador x (1+[H]/K..;+K..,/[H])

V
Ve Vi max
By B ()
o Ks + [sT| | = K. |
(1 i I[(I;IS]L b I[{;ﬁ) | S (1 3 l[(i,ls]l 3 [H])
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EFECTO del pH sobre la ACTIVIDAD ENZIMATICA
IONIZACION de la E y del COMPLEJO ES

E EH.S
Kei T‘l‘ Kesl T‘f

+ Ks ok
EH+S 2 EHS - EH+P
KEEN: KesE'Tv

E- ES
) (1+ f' + 1) V ey = T
e (1 + [ﬂ [HJ) - (1 * f[fi]l [Hl)

Informacion adicional



A+ Hz;E H2EA
A Al
Ker,  |[Kear
v ky W k,
A+ HESTSTZHEA —>HE
N k54
Kr2 Kiaz P
A\ i
A +E?- EAZ-
vV
V =
h KEaA2
—_—t 14—
Kga1 h
V. V/Knm
K o h 2
g
K1 h

The variation of X, with pH 1s more complicated than that of the other parameters. as it depends on all four pXj, values:

h K[{z
K, (K—“ +1+ 7 )

/ K¢
2 B g AR
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CONSIDERACIONES EXP....

La determinacion de los valores de pKa
de los grupos funcionales en enzimas es
central para la interpretacién 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.

Technigues for Determining Equilibrium pK,
Values of Enzyme Functional Groups

Tedchnique

Chemical
s fhcation

Flsoresceme
SpecOsCony

Imvfrared
SpecOsCony

MNAAK
b RS WA

Lvivsible
SpecOsCony

Coanmenits

I"|1&-:.’E-g&-&-:‘:l‘f ot on Of acthve-5ite fumnctional
grougs can be determined by measuring the rae
of ecient of cdemical modification by readve
elecirophiles a5 a function of pH.

A high-semnsitivity method, based on protein’s
intrinsic fluomescence (mainly dee o tnytophan
and less 50 on tyrosine conten) exdrinsic
fluorescence (resulting from covalently attached
reporier group). This technique is especially
valuable for evaluating pk, valses asodatedwith
conformational changes.

A relatvely low-sensithvity and low-resol ution,
method limited by the intense IR absomtion

of water. Liseful for detecting pH-dependent
'i'.‘I'I-:lI'IS_E\ i carboxy], imine, and histidine
groupe.

A highly reliable, but relatively low-sensitivity,
method capitalizing on e high resohution of
dul'ﬂ_&. in the chemical shift of "H, *H, "'C, "N,
70, "PE and VP resomamces.

lraditional by the most widely applied echnigue,
noww largely replaced by Muorescence and NMR
e s oopy, The technigque & based on prosein’s
Uh-absorbing groups (iryptophan, trosine,
phenylalanine, and disulfide content] or
sylwiienies, otactors, amd indilyiiors.



CONSIDERACIONES EXP....
Buffers....

No son inocuos....
» A veces participan en la

pk, Values and Temperature Dependencies for Selected Buffers

Pk Buffer dipk ) dl pH Unit™C Charge
’a Kl . rd
catalisis ademas de 454 Acetic Acid 0:0002 -
f | o 528 Succimic Acid (pk) 0 -2
a eCtar a as enZImaS 580 Citric Acid {pik) 0 -3
1 55900 2 I-bdqarpaleral i) etha et uliomic Acid (WMES) =1 -1
(bicarbonato, | |
B 1.3 |J|!rmﬂ'5.l|;._:|:.!_1.'|-:. Acid (U -2
imidazol.. ) B63 Arsenic Ackd (pha) —0.0001 -2
. fbT M- 2-Acetamidolk2-aminoetha nesulfonic Add ACES) —{n -1
i Phaosphoric. Acd pk;) —L02 B —
» Su capacidad buffer se hosphoric Acd K,
f t I %] Pippesazime-h, M- b2 -t nesulionic) Add (PIPES) —{U0E 5 -1
arecta con la 97 T BRI =00 0
te m pe ratu ra %] ML N-B B2 -Trydioocyetlng -2 .1!r.III'I:H'!ﬂ'.'II'Ir:\.:.”:.II'II:. Acikdl {BES) =& -1
7z 34 -l in) proqa nes ulionic. Acd BA0PS) —{5 -1
> P u ed en te ner 737 =Tk fhvydronay e by Tt by -2 -am ino et hanesulion ic Acid {TES) —{u -1
. 734 -2 -H yadronoyethvy bpd peera i ne- -2 -eth anesulionic Acid (HEPES) —{un4 -1
im p urezas ( m eta |eS 768 -ty Il ine —{uz2 i
d 7TH Triethua mol am ine —{n 0
pesa 0s.... ) Hi Trts-Taydnonoymed Tyami normed huane | Tris) —E1 i
1 i Clyeylgl e —(uz8e -1
> En general se requiere o yevgycine o oo
10005 3Oy byl am i mok- 1 -proga nesulioni o Acid (CAPS) —{32 -1
CU b rl r ra ngOS a m pl | OS Sources: Bllis and Morrison (T942F Perrin and Dempsey (T974).

de pH...y entonces?
Como hacemaos.... Si

usamos varios _
Una pregunta no menor....cuanto tiempo es

buffers...como bl _ | medi
z

hacemos con la fuerza es;ca e nuzst?ra enzima en el medio

iSnica? seleccionados

ENSAYOS DE ESTABILIDAD



CONSIDERACIONES EXP....

TABLE 7.0 Three-Component Buffer Mixtures with Virtually Constant lonic Strength

Charge on pKsat i =10.1, and Concentration
Useful pH Range Components Conjugate Base T=3rC Yielding I = 0.1
42=-79 Acetic Acid =1 4.k .05
MES =] i (2 (.05
N-Ethy Imarpholine Ll 7o .10
42=-81 Acelic Acid =1 Ak (.05
MES =1 i (2 (.05
Triefua molamine L .78 10
42-82 Acetic Acid =1 4.k .05
MES =1 i (2 (.05
Trighvydroeymethylam ino-methane 0 £.00 0.10
Sui=11 MES =1 i (2 (.05
TAPS() =1 T4 (.05
(i et by Larmi ro Ll il .10
42=-749 Acetic Add =1 ik .1
B - ris i .32 (.05
Trietha nolam ine Ll .70 .05
aF=11 MES =1 i (2 (.1
MN-Ethy Imanphol ine i 7.6 (L051
(i et by Larmi ro Ll il 051
02507 ACES =1 i &5 (.1
lris i (] (052
E tha moslaim ine Ll a4y .052
Su=4L1 Suarinic Ackd =1 5.2 033
Imidarale Ll LB F) 044
(it huan oalamine Ll il 044

Thee ionic strength varies by <+ 3% over the indicated plH range. Al bufier sysioms fexcept that contsining surccinete) are Bkoly &0 be snitable foreypen menks
an metal don-nucleofide compleses From Bl and Maorrison (T89S
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