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RESUMEN

Se determino la actividad enzimatica de la catalasa en una muestra de sangre fresca, variando
condiciones de pH (tres niveles: 4.96, 6.94 y 9.04) y de concentracion de sustrato (siete
niveles: 0.0042, 0.0083, 0.0166, 0.0332, 0.0415, 0.0498 y 0.0664 M), titulando con
permanganato de potasio el per6xido de hidrogeno remanente. Se encontrd diferencia
significativa entre ambas variables (pH y concentracion de sustrato). Se encontré que a mayor
concentracion de sustrato (en el intervalo de concentraciones manejadas), el efecto en la
velocidad era positivo; entre pH 6.94 y 9.04 se encontré mayor efecto en la velocidad, el pH
4.96 se mantuvo debajo de ambos niveles. Se trato la enzima como si ésta se ajustara a un
perfil de Michaelis-Menten y se estimaron los parametros cinéticos usando ajustes lineales
ponderados por el arreglo de Lineweaver-Burk y Hanes. Se encontré que la catalasa no se
ajusta a un perfil Michaelis-Menten, por ello es necesario estimar los pardmetros con el patron
adecuado.

INTRODUCCION

Las enzimas son proteinas con capacidad de catalizar reacciones bioldgicas. Igual que los
catalizadores inorganicos, aumentan la velocidad para alcanzar el equilibrio de la reaccion. El
mecanismo por el cual las enzimas incrementan la velocidad de la reaccion es reduciendo la
energia libre de activacion requerida para la transformar un sustrato al producto
correspondiente, sin afectar la constante de equilibrio.

V1 Donde:

Vy Ay B = Sustratos
Cy D =Productos
Vi = Velocidad de reaccién para formar productos
Vs = Velocidad de reaccion para formar reactivos

La actividad de una enzima se evalta en funcion de la velocidad de la reaccion. La cinética
enzimatica estudia la velocidad de la reaccion, los factores que la modifican y el mecanismo
de la misma. Los factores fisicoquimicos que modifican la actividad de la enzima son:
concentracion del sustrato, concentracion de la enzima, pH, temperatura, fuerza idnica,
inhibidores.

Leonor Michaelis y Maud Menten en 1913, propusieron un modelo clasico para el estudio de
la cinética enzimatica. Este modelo consiste en graficar la velocidad de la actividad
enzimatica y la concentracion del sustrato. Esta representacion grafica permite determinar la
constante de Michaelis-Menten (Ky) al interpolar la mitad de la velocidad maxima (Vmax).

En esta practica se empleara la enzima catalasa para analizar algunos aspectos de la cinética
enzimatica. La catalasa utiliza una molécula de peréxido de hidrégeno (H20,) como sustrato
donador de electrones y otra molécula de H,O, como oxidante o aceptor de electrones.
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La catalasa estd contenida en los peroxisomas de eritrocitos, medula 6sea, mucosas, rifion e
higado. Su funcion es la descomposicién del H,O, formado por accién de las oxidasas.

OBJETIVO GENERAL
Analizar algunos factores que inciden sobre la actividad enzimatica de la catalasa.

PARTE EXPERIMENTAL

Determinacion de la actividad enzimética de la catalasa: Se empleo un método indirecto,
siguiendo el procedimiento descrito por Garzon (2002). Se realizo el experimento por
triplicado, con un sistema aleatorizado para evitar sacar conclusiones erréneas en la perdida
de actividad enzimética por el tiempo entre la preparacién de la solucion y la prueba
enzimatica; el orden de las corridas se describe en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Orden de pruebas enziméticas, segun el dia de experimentacion y el pH de trabajo.
Nota: Se considera un par de puntos para el orden de corrida debido a que se experimenta con la enzima y con
su blanco, el cual debe ser igual en las condiciones del primero a excepcién de la adicién de catalasa.

Matraces (Blanco-Enzima)

Orden de Dial Dia 2 Dia 3 Dia4 Dia 5

pH pH pH pH pH pH pH pH pH

Cormida | 904 | 694 | 496 | 496 | 694 | 904 | 694 | 9.04 | 4.96

1 /-8 |13-14 | 910 | 9-10 | 13-14 | 78 | 13-14 | 7-8 9-10

13-14 | 7-8 3-4 3-4 7-8 13-14 | 7-8 13-14 | 34

9-10 3-4 7-8 7-8 3-4 9-10 3-4 9-10 7-8

1-2 1-2 5-6 5-6 1-2 1-2 1-2 1-2 5-6

11-12 | 5-6 13-14 | 13-14 | 5-6 11-12 | 5-6 11-12 | 13-14

5-6 9-10 1-2 1-2 9-10 5-6 9-10 5-6 1-2

~N (OO~ W(IN

3-4 | 11-12 | 11-12 | 11-12 | 11-12 | 3-4 | 11-12 | 3-4 | 11-12

RESULTADOS Y DISCUSION
En el cuadro 2 se muestran las velocidades de reaccidon enzimatica correspondientes a cada
nivel de pH y concentracion de sustrato.

Cuadro 2. Velocidad de reaccion enzimatica (por triplicado) para siete niveles de

concentracion de sustrato y tres niveles para valor de pH.
Medida de velocidad en meq de H,O, /min para la réplica 1 2 y 3 (Ry, R,y R3 respectivamente)
*Datos andmalos detectados en los gréficos y respaldados en el andlisis de residuales a través de Minitab.

[H202] Vel_oci,dgd de reaccion Vel_oci,dgd de reaccion Vel_oci,dgd de reaccion

M) pH enzimatica (me_q H.0, enzimatica (me_q H,0, enzimatica (mgq H.0,
destruidos/min) Ry destruidos/min) R destruidos/min) R3

0.0042 | 4.96 0.0012 0.0036 0.0074

0.0083 | 4.96 0.0047 0.0083 0.0126

0.0166 | 4.96 0.0118 0.0178 0.0189

0.0332 | 4.96 0.0166 0.0249 0.0400

0.0415 | 4.96 -0.0012* 0.0355 0.0463

0.0498 | 4.96 0.0260 0.0343 0.0515

0.0664 | 4.96 0.0332 0.0450 0.0526

0.0042 | 6.94 0.0083 0.0059 0.0074

0.0083 | 6.94 0.0154 0.0166 0.0158

0.0166 | 6.94 0.0272 0.0249 0.0305




0.0332 | 6.94 0.0521 0.0474 0.0537
0.0415 | 6.94 0.0462 0.0509 0.0600
0.0498 | 6.94 0.0367 0.0438 0.0673
0.0664 | 6.94 0.1077* 0.0675 0.0789
0.0042 | 9.04 0.0083 0.0071 0.0074
0.0083 | 9.04 0.0166 0.0142 0.0147
0.0166 | 9.04 0.0272 0.0154 0.0295
0.0332 | 9.04 0.0462 0.0284 0.0505
0.0415 | 9.04 0.0592 0.0403 0.0589
0.0498 | 9.04 0.0639 0.0521 0.0684
0.0664 | 9.04 0.0734 0.0509 0.0789

Se encontraron dos datos andmalos, uno para pH 4.96 y otro para 6.94. En el grafico de
Velocidad contra concentracion de sustrato, se encontré encontramos que estos dos datos se
alejaban de la tendencia que presentaban el resto de los datos (grafico no mostrado); el
analisis con Minitab, especificando el orden de corridas, en disefio de experimentos, arroja
cuatro observaciones atipicas por largos residuales (datos no mostrados), de los cuales se
quitaron solo dos (con los residuales mas grandes y con el respaldo de los graficos ya
mencionados). Se repitié el analisis con el mismo procedimiento mediante Minitab y se
encontrd que tanto la concentracion de perdxido de hidrogeno como el pH, tienen un efecto
significativo en la velocidad de reaccion con un valor P=0.000; el efecto de interaccion entre
ambas variables no resulto significativo (P=0.240). Se encontrdé que a mayor concentracion
de sustrato (en el intervalo de concentraciones manejadas) existe un mayor efecto en la
velocidad de reaccion. Para el pH se ilustra que el efecto positivo mas grande en la velocidad
de reaccion se obtiene en pH de 6.94, sin embargo, es solo ligeramente superior a pH de 9.04
y ambos estan por encima de pH 4.96.

Gréafica 1. Velocidad de reaccion, V/meq H,O, destruidos/min contra concentracion de
sustrato [S]/M.

0.10 T T T T T T T

0,09 i
= pHA4.96

0.08 * pH6.94 -

1 A pH9.04
0.07 P E

0.06 — 4
0.05 — 4
0.04 — 4
0.03 — 4

0.02 -

Velocidad de reaccion, V/meq H,0O,/min

0.01 —

0.00

T T T T T T T
000 001 002 003 004 005 006 007 008
Concentracion de sustrato, [S]/M

Se hizo el ajuste Michaelis-Menten y se introdujo una linea de tendencia no lineal para una hipérbola, el
proposito fue demostrar de forma grafica que el pH propicia las condiciones para obtener mayor velocidad de
reaccion.




Se estimaron los parametros cinéticos de Michaelis-Menten para los tres valores de pH
usando las ecuaciones linearizadas de Lineweaver-Burk y Hanes con factores de peso. Los
resultados se muestran en el cuadro 3, donde encontramos que ambos parametros (Ky y
Vmax) Son mayores para pH 9.04, sin embargo, también aumenta la desviacion estandar
correspondiente.

Cuadro 3. Pardmetros cinéticos de Michaelis-Menten para la catalasa.

pH 4.96 pH 6.94 pH 9.04

Kwm (mol/L) 0.0546+0.0214 | 0.0719+0.0140 | 0.0861+0.0175

Vmax (Mmeq H20, destruidos/min) | 0.0966+0.0404 | 0.1558+0.0469 | 0.1746+0.0600

Los coeficientes obtenidos para R? en cada uno de los analisis de regresion no son
confiables, ya que en el mejor de los casos se explica solo el 74.4% de los datos. Este
comportamiento anormal (segun Michaelis-Menten) puede ser debido a un comportamiento
No Michaeliano. Hugo Aebi (1947) explica que la cinética de la catalasa no obedece un
patron normal. Ademas, las transformaciones para linealizar, tienen el efecto de transformar
también los errores () alterando asi la relacion entre € y f. Generalmente los supuestos sobre
¢ para el modelo original no tienen las mismas propiedades después de la transformacion.
Los modelos no lineales se originan cuando un investigador obtiene, por desarrollo de una
teoria 0 una situacion, una relacion en la que los pardmetros no son lineales (Rivas y col.
1993).

CONCLUSIONES

Se encontrd que el pH que propicia las condiciones para obtener mayor actividad enzimatica
es de 6.94 (no le llamamos pH éptimo pues entre cada valor de pH con los que trabajamos, se
encuentran dos unidades). Se demostré que a mayor concentracion de sustrato (en el
intervalo de concentraciones manejadas) hay un efecto positivo en la velocidad de reaccion.
Se representd gréficamente la actividad enzimética, ajustando al modelo de Michaelis-
Menten (gréafica 2); hicimos el ajuste lineal segun la representacion de Lineweaver-Burk y de
Hanes para estimar los parametros cinéticos usando factores de peso. Estos pardmetros no
tienen validez alguna, pues fueron determinados bajo el supuesto que la catalasa se comporta
de acuerdo al modelo de Michaelis-Menten. La catalasa no obedece un patron Michaeliano,
pues la concentracion del complejo enzima sustrato no permanece constante a través del
tiempo debido a los cambios sufridos por la enzima durante la liberacion de su producto
(complejo enzimatico 11 y I11). Por lo tanto Debe hacerse un ajuste segun la ecuacion de Hill
para poder calcular los pardmetros cinéticos de la catalasa. Ademas seria conveniente
modificar el intervalo de tiempo, pues la descomposicién del peroxido de hidrégeno por la
catalasa se desarrolla inicialmente como una reaccion de primer orden, pero después de un
minuto el grado de descomposicién de H,O, comienza a disminuir (Maehly y Chance, 1956)
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