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Capítol 6. Anàlisi de Hammett aplicada a l’estudi mecanístic 
de glicosidases 

 
 
 
6.1. Relacions lineals d’energia lliure. Equació de Hammett i equació 
de Brønsted 
 
Una de les eines emprades per a l’estudi del mecanisme d’una reacció es basa en 
l’aplicació de relacions lineals d’energia lliure (LFER) a les cinètiques de reacció. Hi ha 
dos tipus de LFER principals: aquelles en què es va variant l’estructura electrònica d’un 
dels reactius i s’obté una relació lineal d’energia lliure entre el logaritme de la constant 
de velocitat i un paràmetre estructural quantitatiu del reactiu, per exemple, les anàlisis 
de Hammett; i aquelles en què es varia sistemàticament el catalitzador de la reacció i 
s’estableix la dependència del logaritme de la constant de velocitat amb l’estructura 
electrònica del catalitzador, per exemple, les anàlisis de Brønsted.  
 
Al comportament observat pot ajustar-se una equació, que en el cas de l’anàlisi de 
Hammett pren la forma:  

log k  = σ · ρ + constant                         Equació 6.1. 
 
on la σ, que és la constant de substituent, representa la mesura del canvi de distribució 
electrònica del reactiu, i es defineix com:  
 
   σ = log KX – log KH = pKa,H – pKa,X                 Equació 6.2. 
 
on el pKa,H i el pKa,X són els pKa del reactiu base i el seu derivat substituït, 
respectivament. La k és la constant de velocitat de la reacció, i la ρ, o constant de 
reacció, és el valor obtingut en la correlació i dóna informació sobre el mecanisme de 
reacció. Els valors de la constant de reacció permeten descriure un mecanisme en base a 
dos criteris principals. D’una banda, el signe de la constant permet distingir entre una 
reacció nucleòfila o electròfila. Així, s’observen valors de ρ positius quan la reacció 
s’accelera en presència de grups acceptors de càrrega, indicatiu que es tracta d’una 
reacció nucleòfila; i valors de ρ negatius, es corresponen amb reaccions electròfiles. 
D’altra banda, el valor quantitatiu de la constant permet definir la susceptibilitat del 
centre de reacció als efectes dels substituents. Com més gran és el valor de la constant, 
més gran és el desenvolupament de càrrega en el centre de reacció a l’estat de transició, 
i més sensible és aquest als efectes dels substituents. 
 
Les anàlisis de Brønsted s’apliquen al cas concret de les reaccions que impliquen 
transferència de protó amb catàlisi àcid/base general. L’equació deduïda en aquest cas, 
correlaciona el logaritme de la constant de velocitat de la reacció amb el pKa del 
catalitzador: 
 
  log kHA = - α · log Ka + constant = α · pKa +  constant    Equació 6.3. 
 
El pendent d’aquesta equació se sol interpretar com el grau de transferència de protó o 
la quantitat de desenvolupament de càrrega en l’estat de transició. 
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En general, a la bibliografia s’anomenen anàlisis de Hammett a les correlacions que es 
realitzen amb la σ del substituent (de les quals n’hi ha moltes de tabulades), i anàlisis de 
Brønsted quan la correlació es fa amb el pKa, encara que les modificacions 
s’introdueixin en els reactius o, en el cas dels enzims, en els substrats. En la present tesi 
s’estudia com afecta en les velocitats de reacció de primer i segon ordre l’estructura 
electrònica del substrat, i per tal de ser fidels al significat de les equacions, aquests 
estudis s’anomenen anàlisis de Hammett, tot i que la correlació es faci amb el pKa del 
grup sortint. Cal tenir present que els valors de les σ del substituent i els valors de pKa 
van en sentit contrari (la σ decreix a mesura que el pKa augmenta), de manera que quan 
es representa una anàlisi de Hammett enfront del pKa del reactiu, el sentit del pendent és 
l’invers a l’obtingut quan l’anàlisi es realitza enfront de la σ del substituent: pendents 
negatius indiquen reaccions nucleòfiles, i pendents positius indiquen reaccions 
electròfiles. 
 
 
6.2. Aplicació de les relacions lineals d’energia lliure a la deducció del 
mecanisme enzimàtic 
 
Com ja s’ha esmentat, una reacció enzimàtica consta com a mínim de dues etapes ben 
diferenciades. En una primera etapa reversible, es dóna la unió del substrat al centre 
actiu de l’enzim, sense que això comporti cap formació ni ruptura d’enllaços covalents, 
i en una segona etapa, irreversible, té lloc la catàlisi de la reacció pròpiament dita, amb 
la conseqüent redistribució d’enllaços covalents. 
 

kKs
E + PESE + S  

 
Figura 6.1. Mecanisme mínim d’una reacció enzimàtica amb una primera etapa d’unió 
reversible i una segona etapa irreversible de catàlisi. 
 
Aquest mecanisme en dues etapes fa que la interpretació d’una relació lineal d’energia 
lliure en el cas de les reaccions catalitzades per enzims pugui resultar més complexa que 
en el cas de les reaccions de química orgànica tradicional. D’una banda, el fet que els 
enzims catalitzin les reaccions al seu centre actiu fa que no només els efectes electrònics 
afectin les constants de velocitat observades, sinó que també entren en joc els efectes 
estèrics. D’altra banda, tant els uns com els altres poden afectar només l’etapa catalítica, 
o poden afectar tant la unió del substrat com la catàlisi. I en qualsevol dels dos casos, els 
diferents efectes provocats en qualsevol de les dues etapes no tenen per què anar en el 
mateix sentit, generant de vegades correlacions molt pobres. Per tal de minimitzar 
l’efecte sobre l’etapa d’unió, un requisit bàsic és que els diferents substrats s’uneixin a 
l’enzim al mateix lloc i amb la mateixa orientació respecte dels grups catalítics, de 
manera que les variacions estructurals del substrat afectin bàsicament l’etapa catalítica. 
Tot i així, l’elevada especificitat dels enzims pels seus substrats, generalment tan lloada 
i desitjada, pot interferir, i molt, en una anàlisi de Hammett, fins al punt que 
modificacions mínimes en l’estructura del substrat poden disminuir molt l’afinitat de 
l’enzim pel mateix, o inclús induir una unió no productiva que no es veuria amb altres 
substrats de la mateixa família. Per això, com menys discrimini l’enzim l’estructura del 
substrat, millor tendeix a ser la correlació de l’anàlisi de Hammett [451, 452]. 
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En aquelles reaccions enzimàtiques en què hi ha més d’una etapa catalítica en un 
mecanisme lineal, l’anàlisi de Hammett permet discernir quina és l’etapa determinant de 
la velocitat de reacció. Aquesta característica es basa en el fet que, per a aquest tipus de 
mecanisme, la velocitat de reacció en estat estacionari reflecteix la velocitat de l’etapa 
més lenta. D’aquesta manera, en funció de la presència o mancança de dependència de 
la velocitat de la reacció enfront a l’estructura electrònica del substrat es pot proposar 
quina és l’etapa determinant de la velocitat de reacció, tal i com succeeix en les anàlisis 
de Hammett que es realitzen amb glicosil hidrolases. 
 
 
6.3. Anàlisis de Hammett aplicades a glicosil hidrolases. Interpretació 
dels resultats obtinguts en una anàlisi de Hammett 
 
Les interpretacions de les anàlisis de Hammett es realitzen per comparació amb els 
resultats obtinguts en la hidròlisi no enzimàtica dels sucres en condicions àcides i 
alcalines. Per exemple, Nath va estudiar tant la hidròlisi alcalina com la catàlisi àcida 
específica de diferents aril α-D-glucopiranòsids [453], mentre que Hall et al. van 
estudiar la dels aril β-D-glucopiranòsids [454]. Aquests resultats permeten establir una 
relació entre el logaritme de la constant de velocitat d’hidròlisi espontània enfront del 
pKa del grup sortint que defineix un pendent de -1 per a la hidròlisi alcalina de glucòsids 
mentre que la hidròlisi amb catàlisi àcida específica presenta un pendent petit i positiu, 
d’entre 0.02 i 0.2 [455]. El mateix s’ha realitzat amb alquil- [456] i aril β-D-
galactopiranòsids [457], aril β-D-N-acetilneuramínids [458], aril α-D-N-acetil-
neuramínids [459], ions N-β-D-galactosilpiridini [460] i amb ions N-(α-D-N-
acetilneuraminil)piridini [461]. En altres casos els resultats s’han comparat amb la 
hidròlisi espontània d’aril acetals [462, 463], amb pendents, per a la relació del 
logaritme de la kespontània enfront del pKa del grup sortint, menors o iguals a –1.2, i amb 
la hidròlisi amb catàlisi àcida específica d’alquil- [464] i aril acetals [465], amb 
pendents, per al logaritme de la velocitat d’hidròlisi enfront del pKa del grup sortint, 
propers a zero.  
 
Per tal de realitzar les anàlisis de Hammett, se solen fer servir famílies de glicòsids en 
què la part glicònica del substrat acompleix els requeriments estructurals mínims de 
l’enzim, i es va variant la part aglicònica dins d’una mateixa família de substituents, 
generalment ions piridini o fenols substituïts. Els diversos substrats que es fan servir per 
tal de realitzar l’anàlisi de Hammett poden diferir tant en la natura química del 
substituent de l’anell de piridina o fenòlic (grup R a la figura 6.2), com en la seva 
posició dins de l’anell o en el seu nombre, amb la finalitat de cobrir un marge de pKa 
suficientment ampli per tal de poder realitzar la interpretació més general possible del 
mecanisme enzimàtic. 
 
S’han estudiat nombrosos casos d’anàlisis de Hammett sobre glicosidases que actuen 
amb retenció de configuració. Com ja s’ha comentat, el mecanisme catalític bàsic 
d’aquests enzims consta de dues etapes (figura 6.2), la glicosidació, en què s’escindeix 
l’enllaç amb l’aglicona, i la desglicosidació, en què es dóna la hidròlisi de l’intermedi 
covalent glicosil-enzim.  
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Figura 6.2. Mecanisme de reacció per a glicosidases que actuen amb retenció de configuració. 
A l’esquema es mostren les dues etapes catalítiques i l’estructura de l’estat de transició 
corresponent a cada etapa. 
 
 
Com es pot veure a la figura 6.2, l’estat de transició corresponent a l’etapa de 
glicosidació mostra una estructura de caràcter oxocarbocatiònic en què l’enllaç amb 
l’aglicona encara no està del tot escindit. Això comporta que l’energia d’activació 
d’aquesta etapa depèn de la naturalesa química de l’aglicona. Un cop escindit aquest 
enllaç, l’intermedi covalent és comú per a tota la sèrie de substrats, de manera que 
l’estat de transició de l’etapa de desglicosidació té la mateixa energia d’activació per a 
tots els substrats. Com a resultat, si l’etapa determinant de la velocitat de reacció és 
l’etapa de desglicosidació, la velocitat de reacció resulta independent de la naturalesa de 
l’aglicona. Per contra, quan l’etapa determinant de la velocitat de reacció és la 
glicosidació el pendent del gràfic de Hammett és indicatiu del grau de desenvolupament 
de càrrega que es dóna sobre l’oxigen fenòlic (o el nitrogen de l’ió N-glicosilpiridini). 
Com l’etapa de glicosidació es basa en un atac nucleofílic sobre el carboni anomèric, el 
pendent del gràfic de Hammett en una representació de log (kcat) o log (kcat/KM) enfront 
del pKa és negatiu. D’aquesta manera es comprova que com pitjor és l’habilitat de 
l’aglicona com a grup sortint (major pKa), menor és la velocitat de l’etapa de 
glicosidació. A l’hora d’interpretar els resultats s’ha de tenir present l’estructura de 
l’estat de transició, ja que el grau de desenvolupament de càrrega a l’oxigen fenòlic no 
és directament indicatiu del grau d’escissió de l’enllaç. Per exemple, a l’estat de 
transició per a l’etapa de glicosidació (figura 6.3), s’estan produint tres fenòmens 
diferents: escissió d’enllaç C-O, cessió de protó a l’oxigen fenòlic per part de l’àcid 
general i atac del nucleòfil al carboni anomèric, i cadascun d’ells es desenvolupa en un 
grau diferent a les diferents glicosidases. Pel fet d’estar mesurant l’efecte sobre l’oxigen 
de l’enllaç a escindir, una anàlisi de Hammett no aporta cap tipus d’informació sobre la 
contribució per part del nucleòfil; per contra, aquest tipus d’estudi, i més en concret el 
pendent del gràfic de Hammett, dóna una informació conjunta dels fenòmens de cessió 
de protó (o catàlisi àcida) i d’escissió d’enllaç. 
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Figura 6.3. Estat de transició de l’etapa de glicosidació. 
 
En el cas de les glicosidases que actuen amb inversió de configuració la interpretació de 
l’anàlisi de Hammett és més senzilla, ja que la catàlisi transcorre en una única etapa 
irreversible. En aquest cas, el pendent del gràfic de Hammett és directament 
proporcional al grau de desenvolupament de càrrega a l’oxigen fenòlic a l’estat de 
transició, que a l’igual que en el cas de les glicosidases que actuen amb retenció de 
configuració, és un compendi entre la transferència protònica i el grau d’escissió de 
l’enllaç glicosídic. 
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Figura 6.4. Mecanisme de reacció per a glicosidases que actuen amb inversió de configuració, 
en què s’inclou l’estructura de l’estat de transició. 
 
Els dos objectius principals de l’anàlisi de Hammett són el de determinar l’etapa 
determinant de la velocitat de reacció, i el de determinar el grau d’escissió d’enllaç en 
l’estat de transició. Per tal d’aconseguir-ho a partir de les dades cinètiques es poden 
obtenir dues representacions de Hammett diferents que aporten resultats 
complementaris (figura 6.5). D’una banda la relació del log (kcat/KM) amb el pKa de 
l’aglicona (relació de Hammett en kcat/KM) dóna informació de la reacció fins després de 
la primera etapa irreversible. D’altra banda la relació del log (kcat) amb el pKa de 
l’aglicona (relació de Hammett en kcat) dóna informació del mecanisme de reacció a 
partir de la primera etapa irreversible.  
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Figura 6.5. Informació que aporten les constants cinètiques de primer ordre (kcat) i segon ordre 
(kcat/KM) en glicosidases que actuen amb inversió i amb retenció de configuració, 
respectivament. 
 
En el cas de les glicosidases que actuen amb inversió de configuració si l’etapa d’unió 
no es veu afectada pel canvi d’aglicona i no resulta ser limitant de la velocitat de reacció 
en cap cas, les constants de velocitat de primer i segon ordre donen informació sobre la 
mateixa i única etapa catalítica, i per tant el gràfic de Hammett ha de ser idèntic en els 
dos casos (figura 6.6). Si el pendent dels dos gràfics és diferent i la correlació log (kcat) i 
log (kcat/KM) enfront del pKa és bona, el resultat apunta que hi ha una etapa no química 
que és la determinant de la velocitat de reacció, ja sigui per una unió enzim-substrat 
lenta, possiblement a través de canvis conformacionals induïts per la unió del substrat 
(gràfics amb pendent ≈ 0 o bifàsics en kcat/KM), o per un alliberament lent del producte, 
amb implicació o no d’un canvi conformacional (gràfics amb pendent ≈ 0 o bifàsics en 
kcat); si no és així els resultats apunten a un mecanisme enzimàtic més complex.  

 
Figura 6.6. Gràfics de Hammett teòrics corresponents a una glicosidasa que actua amb un 
mecanisme bàsic d’inversió de configuració en dues etapes (unió i catàlisi). Els pendents en els 
dos gràfics han de ser iguals; qualsevol resultat diferent implica un mecanisme més complex. 
 
Per a les glicosidases que actuen amb el mecanisme bàsic de retenció de configuració el 
gràfic de Hammett en kcat/KM dóna informació de l’etapa d’unió i l’etapa de 
glicosidació, mentre que el gràfic en kcat ho fa sobre l’etapa de glicosidació i la de 
desglicosidació (figura 6.7). En aquest cas, si la formació del complex de Michaelis és 
suficientment ràpida, els dos gràfics tenen el mateix pendent si la glicosidació és l’etapa 
determinant de la velocitat de reacció. Si, per contra, ho és total o parcialment la 
desglicosidació, el gràfic de Hammett en kcat/KM continua reflectint la glicosidació, 
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mentre que el gràfic en kcat passa a tenir un pendent inferior per influència de l’etapa de 
desglicosidació (la velocitat de la qual és independent del pKa de l’aglicona). Pot donar-
se el cas que, dins del grup de substrats estudiats, n’hi hagi alguns per als que la 
glicosidació sigui determinant de la velocitat de reacció i d’altres per als que ho sigui 
l’etapa de desglicosidació. En aquests casos, el gràfic en kcat/KM és un gràfic lineal, que 
reflecteix l’etapa de glicosidació, mentre que el gràfic en kcat és un gràfic bifàsic amb 
dos pendents clarament diferenciats. A l’apèndix 3 es presenta un recull d’anàlisis de 
Hammett de diferents glicosidases, que dóna idea de la diversitat de resultats i 
mecanismes descrits. 

 
 
Figura 6.7. Gràfics de Hammett teòrics corresponents a una glicosidasa que actua amb un 
mecanisme bàsic de retenció de configuració en tres etapes (unió, glicosidació i 
desglicosidació). Mentre que el gràfic en kcat/KM és únic (a), hi ha tres possibles gràfics en kcat en 
funció de les velocitats relatives de les dues etapes catalítiques: (b) glicosidació limitant per a 
tot el conjunt de substrats, (c) desglicosidació limitant per als substrats més reactius i 
glicosidació limitant per als menys reactius, i (d) desglicosidació limitant per a tot el conjunt de 
substrats.  
 
A mode d’exemple es presenten les anàlisis de Hammett en kcat i kcat/KM de la β-
glucosidasa de Flavobacterium meningosepticum [466] (figura 6.8). L’anàlisi de 
Hammett en kcat indica que es tracta d’una glicosidasa que actua amb retenció de 
configuració per a la que l’etapa de glicosidació és la determinant de la velocitat de 
reacció per als substrats menys reactius (pKa > 7), mentre que per als quatre substrats de 
menor pKa l’etapa de desglicosidació passa a prendre un paper predominant en el valor 
de la velocitat de reacció (equació 6.4; k2: velocitat de glicosidació i k3: velocitat de 
desglicosidació).  
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El pendent obtingut en aquesta anàlisi (-0.76) és similar a l’obtingut en l’anàlisi de 
Hammett en kcat/KM (-0.85) si s’ajusta una recta obviant els quatre substrats més 
reactius. Aquesta similitud confirma que queda reflectida la mateixa etapa catalítica (la 
glicosidació), i el seu valor correspon a un elevat grau de desenvolupament de càrrega 
sobre l’oxigen fenòlic, indicatiu d’una escissió d’enllaç avançada amb poca cessió 
protònica. La diferència entre els pendents dels dos gràfics de Hammett s’atribueix a la 
contribució de la velocitat de l’etapa de desglicosidació en el terme kcat, (equació 6.4) 
que comporta una disminució del pendent d’aquesta anàlisi de Hammett. S’observa que 
el gràfic de Hammett en kcat/KM no és lineal per a tots els substrats, indicatiu que 
possiblement hi ha alguna etapa prèvia a la glicosidació que fa alentir la velocitat dels 
substrats més reactius, però en l’article en que es presenten aquests resultats no es 
comenta res al respecte. 
 

 
Figura 6.8. Anàlisis de Hammett en kcat (esquerra) i en kcat/KM (dreta) per a la β-glucosidasa de 
de Flavobacterium meningosepticum [466]. 
 
Les anàlisis de Hammett ja sigui en kcat/KM com en kcat poden presentar correlacions no 
gaire bones amb el pKa de l’aglicona. En les gràfiques en què es representa el logaritme 
de kcat/KM la dispersió es dóna quan hi ha altres factors apart de l’electrònic que 
influeixen en aquest paràmetre. Aquests altres factors generalment són els efectes 
estèrics dels diferents substrats, que poden provocar diferències d’afinitat enzim-
substrat significatives. En els casos d’algunes glicosidases s’ha comprovat que la 
introducció dels efectes estèrics en les correlacions de Hammett comporta una 
disminució important de la dispersió de resultats [467]. Pel que fa als efectes que causen 
una correlació pobra entre el logaritme de la kcat i el pKa de l’aglicona les causes són 
bàsicament tres, que es poden donar per si soles o combinades entre elles. Primerament, 
una determinació incorrecta del paràmetre kcat com a conseqüència de valors elevats de 
KM, que no permeten arribar a treballar amb concentracions de substrat suficientment 
elevades com per a determinar el paràmetre kcat amb confiança. Segonament, la unió no 
productiva del substrat o producte de reacció en el centre actiu per a alguns dels 
substrats, donant lloc a una inhibició que pot emmascarar els resultats. Finalment, que 
hi hagi una segona etapa parcialment determinant de la velocitat de reacció per a alguns 
dels substrats, que els aparti de la tendència lineal. 
  
Apart dels resultats descrits, qualsevol altre resultat per a una anàlisi de Hammett que 
tingui una bona correlació entre els paràmetres estudiats és indicativa d’una etapa de 
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formació del complex de Michaelis o d’alliberament del producte de reacció lenta, o 
d’un mecanisme més complex. 
6.4. Estudi del mecanisme enzimàtic de la 1,3-1,4-β-glucanasa de 
Bacillus licheniformis 
 
 
Com a part de l’estudi mecanístic de la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis 
s’ha realitzat una anàlisi de Hammett de l’enzim amb una família d’aril O-β-D-glicòsids 
amb l’estructura bàsica G4G3G-X, a 30 ºC. 
 
 
6.4.1. Antecedents 
 
De cara a l’anàlisi de Hammett, és recomanable que l’enzim sigui prou específic per tal 
de poder utilitzar substrats que mantinguin un elevat grau d’afinitat, però alhora prou 
lax com perquè petites variacions en l’estructura del substrat no interfereixin 
significativament en la formació del complex de Michaelis. En el cas de la 1,3-1,4-β-
glucanasa de Bacillus licheniformis ja s’havia observat amb anterioritat que substrats 
amb la mateixa part glicònica (G4G3G) i aglicones tan diferents com una unitat 
sacarídica o una 4-metilumbel·liferona tenen constants de Michaelis similars tot i tenir 
velocitats d’hidròlisi molt diferents [223, 468] (figura 6.9). Aquests resultats fan pensar 
a priori que la 1,3-1,4-β-glucanasa és un bon candidat per tal d’efectuar una anàlisi de 
Hammett, i que petites variacions estructurals en la part aglicònica no repercutiran de 
manera significativa en la unió enzim-substrat. D’altra banda, per tal de realitzar 
l’anàlisi de Hammett es fan servir trisacàrids amb l’estructura bàsica G4G3G, que 
garanteixen una elevada afinitat enzim-substrat.  
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Figura 6.9. Estructura dels trisacàrids G4G3G-MU i G4G3G4GOMe, on s’indica l’enllaç que 
s’hidrolitza en la catàlisi enzimàtica per la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis. Al 
costat de cada substrat s’indica el valor dels paràmetres kcat i KM obtinguts en la seva hidròlisi 
enzimàtica per part de l’esmentat enzim en tampó 6.5 mM citrat, 87 mM fosfat, pH 7.2, CaCl2 
0.1 mM, 55 ºC [223]. 
 
Abans d’aquest treball ja s’havien realitzat unes anàlisis de Hammett de l’enzim 
salvatge de la 1,3-1,4-β-glucanasa a 55 ºC, que és la temperatura òptima de l’enzim per 
a la hidròlisi dels seus substrats naturals polimèrics [193]. Les cinètiques es van seguir 
per mesura de l’alliberament de l’aglicona cromofòrica per espectrofotometria d’UV-vis 
a la longitud d’ona corresponent en cada cas. El fet de treballar a temperatura elevada, 
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junt amb el fet que alguns dels substrats presentin molt bons grups sortints, va obligar a 
treballar amb concentracions d’enzim molt elevades per tal de poder obtenir velocitats 
d’hidròlisi enzimàtica com a mínim un ordre de magnitud superior a les velocitats 
d’hidròlisi espontània, posant en compromís la determinació de les velocitats inicials en 
la hidròlisi enzimàtica.  
 
Els resultats obtinguts en aquestes anàlisis de Hammett es mostren a la figura 6.10, en 
què s’observa que tant el gràfic de Hammett en kcat com en kcat/KM presenten una 
dependència bifàsica còncava cap amunt amb el pKa de l’aglicona. En aquesta figura 
s’ajusta una recta al gràfic de Hammett en kcat per als dos valors de menor pKa només 
per tal de recalcar el canvi de pendent amb la resta de substrats, però no es pretén que 
aquest ajust reflecteixi la densitat de càrrega desenvolupada a l’estat de transició. 
 

 
Figura 6.10. Anàlisis de Hammett en kcat i kcat/KM de la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus 
licheniformis amb una família d’aril O-β-D-trisacàrids amb l’estructura bàsica G4G3G, a 55 ºC i 
pH 7.2. En els gràfics es representa el logaritme del paràmetre kcat enfront del pKa de l’aglicona 
(esquerra) i el logaritme del paràmetre kcat/KM enfront del pKa de l’aglicona (dreta). 
 
En vista que els resultats no es poden interpretar fàcilment en el present treball es 
decideix realitzar una nova anàlisi de Hammett a 30 ºC. A aquesta temperatura la 
hidròlisi espontània dels substrats es veu molt reduïda i permet treballar a una 
concentració d’enzim en què es pot determinar sense problemes la velocitat inicial 
d’hidròlisi enzimàtica. A més s’afegeixen dos substrats més amb aglicones de pKa 
inferior a 7, el G4G3G-2,3DNP (22) i el G4G3G-3,5DNP (20), per tal de poder definir 
amb més exactitud el grau de desenvolupament de càrrega que es dóna a l’estat de 
transició. 
 
 
6.4.2. Anàlisis de Hammett de l’enzim salvatge de la 1,3-1,4-β-glucanasa a 30 ºC 
 
Per tal de realitzar aquesta segona anàlisi de Hammett es fa necessari obtenir enzim 
salvatge pur a nivell de mil·ligrams (veure capítol d’expressió i purificació enzimàtica), 
sintetitzar els diferents substrats emprats (veure capítol de síntesi) i caracteritzar-los 
espectroscòpicament, juntament amb les aglicones que alliberen en la seva hidròlisi 
(veure part experimental). 
 
A les cinètiques enzimàtiques, un cop restat el valor de la hidròlisi espontània a cada 
concentració de substrat, s’han ajustat les equacions de Michaelis-Menten amb o sense 



Anàlisis de Hammett 

 195 

inhibició acompetitiva per substrat, fent servir en cada cas aquella que aporta un ajust 
millor. Els paràmetres obtinguts, junt amb el pKa de l’aglicona alliberada en cada cas, es 
presenten a la taula 6.2.  
 
Taula 6.2. Paràmetres cinètics de la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis obtinguts en 
l’ajust de l’equació de Michaelis-Menten, amb o sense inhibició acompetitiva per substrat, a les 
cinètiques realitzades amb una família d’aril β-D-trisacàrids. Les reaccions s’han dut a terme en 
tampó 6.5 mM citrat, 87 mM fosfat, pH 7.2 i a 30 ºC. 
 

Substrat pKa 
aglicona kcat / s

-1 KM / mM KI / mM 
(kcat/KM) /  
mM-1·s-1 

G4G3G-P 9.99 0.49 ± 0.02 7.6 ± 0.4 55 ± 7 0.065 ± 0.005 
G4G3G-P 9.99 0.43 ± 0.01 6.2 ± 0.3 --- 0.069 ± 0.005 
G4G3G-3NP 8.39 0.85 ± 0.01 1.28 ± 0.04 --- 0.66 ± 0.03 
G4G3G-MU 7.50 0.75 ± 0.02 0.93 ± 0.04 15 ± 1 0.80 ± 0.05 
G4G3G-4NP 7.18 0.81 ± 0.02 0.73 ± 0.04 --- 1.1 ± 0.1 
G4G3G-3,5DNP 6.69 4.4 ± 0.2 0.46 ± 0.03 --- 10 ± 1 
G4G3G-3,5DNP 6.69 5.46 ± 0.04 0.57 ± 0.02 --- 9.6 ± 0.4 
G4G3G-3,4DNP 5.36 14.2 ± 0.2 0.44 ± 0.02 --- 32 ± 2 
G4G3G-3,4DNP 5.36 18.7 ± 0.2 0.37 ± 0.01 --- 51 ± 2 
G4G3G-2,3DNP 4.96 272 ± 6 1.28 ± 0.07 --- 211 ± 15 
G4G3G-2,4DNP 3.96 590 ± 14 0.18 ± 0.01 --- 3340 ± 300 
 
La representació gràfica del logaritme de la constant cinètica kcat o kcat/KM enfront del 
pKa de l’aglicona de cada substrat rendeix els corresponents gràfics de Hammett (figura 
6.11).  
 

 
Figura 6.11. Anàlisis de Hammett en kcat i kcat/KM de la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus 
licheniformis amb una família d’aril β-D-trisacàrids amb l’estructura bàsica G4G3G-X, en 
tampó 6.5 mM citrat, 87 mM fosfat, pH 7.2, a 30 ºC. En els gràfics es representa el logaritme 
del paràmetre kcat enfront del pKa de l’aglicona (esquerra) i el logaritme del paràmetre kcat/KM 
enfront del pKa de l’aglicona (dreta). 
 
El gràfic de Hammett en kcat mostra un comportament bifàsic, similar al que s’havia 
obtingut a 55 ºC, en què els substrats que tenen aglicones amb pKa inferiors a 7 
defineixen una recta amb un pendent de –0.87, i la resta de substrats descriuen una recta 
amb un pendent molt inferior, -0.09. Per contra, el gràfic de Hammett en kcat/KM  mostra 
una relació lineal entre el logaritme del paràmetre cinètic kcat/KM i el pKa de les 
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aglicones amb un pendent de –0.77, indicatiu d’un considerable grau de 
desenvolupament de càrrega en l’estat de transició de l’etapa de glicosidació. Aquest 
pendent és força similar al que s’ha obtingut per als substrats més activats en el gràfic 
de Hammett en kcat, i donaria la idea que la glicosidació és l’etapa determinant de la 
velocitat de reacció per als substrats de pKa inferior a 7. Ara bé, és interessant plantejar-
se què succeeix per als substrats en què el pKa de l’aglicona és superior a aquest pKa. 
 
 

 

 

 
Figura 6.12. Anàlisis de Hammett en kcat i en kcat/KM de: a) la β-galactosidasa ebg0 
d’Escherichia coli amb una família d’ions N-(β-D-galactopiranosil)piridini, b) la neuraminidasa 
de Salmonella typhimurium amb una família d’aril N-acetil-α-D-neuramínids i c) sialidasa de 
Vibrio cholerae amb una família d’ions N-(α-D-N-acetilneuraminil)piridini. En els casos en què 
hi ha dos ajusts, l’ajust amb una línia contínua correspon a l’ajust efectuat pels autors, mentre 
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que l’ajust amb una línia puntejada mostra un possible comportament bifàsic similar a 
l’observat amb la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis. 
Tot i que de vegades no s’hagin presentat amb tanta claredat com l’anàlisi de Hammett 
de la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis aquí descrita, a la bibliografia es 
poden trobar anàlisis de Hammett de glicosidases amb gràfics en kcat similars als de la 
1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis. Alguns d’ells es mostren a la figura 6.12. 
Els casos a i b, corresponen a les anàlisis de Hammett de la β-galactosidasa ebg0 
d’Escherichia coli [469] i a la neuraminidasa de Salmonella typhimurium [470], 
respectivament. En cap dels dos casos els autors de l’article esmenten el comportament 
bifàsic i senzillament ajusten un comportament lineal tant al gràfic de Hammett en kcat 
com en kcat/KM. Per a la neuraminidasa arriben a la conclusió que hi ha una etapa 
posterior a la catàlisi, possiblement una etapa d’alliberament d’aglicona, que influeix 
parcialment en la velocitat de reacció ja que el pendent dels gràfics de Hammett en kcat i 
en kcat/KM és diferent. Per a la sialidasa de Vibrio cholerae [471], cas c de la figura 6.12, 
els autors presenten amb claredat el comportament bifàsic de les anàlisis de Hammett i 
primerament plantegen l’opció més evident, que implica un canvi de mecanisme de SN1 
a SN2, però posteriorment la descarten com a conseqüència de la manca de correlació 
entre aquest canvi de mecanisme i la variació relativa de les velocitats de reacció entre 
els diferents substrats. Els autors realitzen l’estudi d’aquest enzim sota el prisma que 
tingui el mateix mecanisme enzimàtic que la sialidasa del virus de la grip A, per a la que 
es proposa que en el mecanisme de reacció hi ha dos canvis conformacionals 
cinèticament significatius, un que acompanya la formació del complex de Michaelis i 
l’altre concomitant amb el posterior alliberament del producte de reacció. Diuen que 
probablement la curvatura té a veure amb problemes estèrics al centre actiu, de forma 
que per als substrats més inactius deu donar-se un alentiment del canvi conformacional 
que està concertat amb la hidròlisi i passa a ser significatiu a nivell cinètic provocant la 
curvatura observada en els gràfics de Hammett. El mecanisme proposat suposa un canvi 
en la velocitat del canvi conformacional en funció de la naturalesa electrònica del 
substrat que, encara que els autors no ho esmenten, s’hauria de donar tant en el canvi 
conformacional previ a les etapes catalítiques, com al canvi conformacional posterior a 
les mateixes. D’aquesta forma, els gràfics de Hammett en kcat i en kcat/KM sí estarien 
reflectint etapes del mecanisme similars. Tot i així, l’explicació continua sense ser 
encertada, ja que es parla d’un alentiment de la velocitat de reacció per als substrats 
menys reactius, i el que s’observa és que per a aquests substrats la velocitat resulta ser 
superior al que seria d’esperar seguint la tendència marcada pels substrats més reactius. 
  
 
6.4.2.1. Anàlisi dels gràfics de Hammett de la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus 
licheniformis en base a un mecanisme de retenció de configuració en dues etapes 
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Figura 6.13. Mecanisme bàsic de retenció de configuració en dues etapes. 
 
Per similitud amb els casos que s’observen descrits en la bibliografia (veure apèndix 3 
apartat A3.4.3) el canvi de pendent observat en l’anàlisi de Hammett en kcat de la 1,3-
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1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis hauria d’atribuir-se a un canvi de mecanisme 
d’un grup de substrats respecte de l’anterior. Segons el mecanisme bàsic de retenció de 
configuració (figura 6.13) i tal i com s’ha descrit per al lisozim de clara d’ou [472, 473] 
i la β-glucuronidasa lisosomal del fetge de rata [474], a l’etapa de glicosidació es podria 
produir una competència entre l’atac del nucleòfil al centre anomèric i la catàlisi àcida 
per part del residu que actua com a àcid/base general. Així s’explicaria que per als 
substrats menys activats (pKa aglicona > 7) guanyés pes la catàlisi àcida necessària per a 
l’alliberament de l’aglicona, rendint un estat de transició amb molt poc 
desenvolupament de càrrega, per estar protonat l’oxigen glicosídic de l’enllaç a escindir;  
mentre que per als més activats (pKa aglicona < 7) la protonació no fos tan necessària i 
la glicosidació es regís bàsicament per l’atac nucleofílic, amb gran desenvolupament de 
càrrega a l’estat de transició, per manca de protonació.  
 
Hi ha una altra opció que també podria considerar-se per a l’explicació del gràfic de 
Hammett en kcat sense renunciar al mecanisme bàsic de retenció de configuració. En 
aquest plantejament el canvi de pendent observat podria ser degut a un canvi de 
posicionament de l’aglicona en el subseti +1. Curiosament, les aglicones amb pKa 
inferior a 7 corresponen als fenols disubstituïts (2,4-, 2,3-, 3,4- i 3,5-dinitrofenol), 
mentre que les aglicones amb pKa superior a 7 són monosubstituïdes a excepció de la 4-
metilumbel·liferona, que té un anell disubstituït formant part d’un sistema bicíclic. És 
possible que per factors estèrics aquests dos grups de substrats posicionessin l’aglicona 
de forma diferent al centre actiu de manera que les interaccions que s’estableixen entre 
el substrat i els residus catalítics siguin diferents. No estaríem parlant d’un canvi de 
posicionament que afectés significativament la constant d’afinitat, sinó d’un canvi més 
fi que es posaria de relleu a l’estat de transició. Aquest canvi de posicionament podria 
anar lligat a un canvi de mecanisme, per major proximitat a un o altre residu catalític, a 
l'igual que es proposa per al lisozim de clara d’ou [48]. A més, podria donar-se el cas 
que el canvi de posicionament es traduís en una pèrdua de conjugació de l’oxigen 
glicosídic amb l’anell aromàtic per als substrats menys reactius, de manera que no es 
poguessin transmetre els efectes electrònics dels substituents. 
 
Aquestes dues interpretacions del gràfic de Hammett en kcat per elles mateixes, serien 
possibles, però la comparació dels gràfics de Hammett en kcat i en kcat/KM deixa clar que 
la causa del canvi de pendent del gràfic en kcat és posterior a l’etapa de glicosidació, ja 
que si no, el gràfic en kcat/KM hauria de reflectir el mateix comportament bifàsic. 
Certament també es podria ajustar un comportament bifàsic en el gràfic de kcat/KM, amb 
pendents de –1 per als substrats més activats i de –0.44 per a la resta (figura 6.14), però 
d’una banda, sembla una mesura que no és necessària ja que els resultats s’ajusten al 
comportament lineal d’una manera prou correcta, i de l’altra, perquè aquest ajust 
tampoc resol res a nivell mecanístic, ja que el pendent que s’obté per als substrats 
menys activats està molt per sobre del que s’observa en el gràfic de Hammett en kcat. És 
a dir, que tot i ajustant dues rectes en el gràfic de Hammett en kcat/KM, la conclusió a la 
que s’arriba comparant els gràfics en kcat i en kcat/KM és que per als substrats menys 
activats el gràfic en kcat reflecteix quelcom més que no es fa palès en el gràfic en kcat/KM. 
De manera que aquests resultats, en concordança amb els resultats obtinguts en les 
cinètiques en estat preestacionari, fan pensar en un mecanisme més complex que el 
mecanisme senzill de retenció de configuració en dues etapes. 
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Figura 6.14. Comparació de l’ajust monofàsic i bifàsic per al gràfic de Hammett en kcat/KM de la 
1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis. En el gràfic es representa el logaritme de la 
constant kcat/KM enfront del pKa de l’aglicona del substrat. Les cinètiques es realitzen en tampó 
6.5 mM citrat, 87 mM fosfat, pH 7.2 i a 30 ºC. 
 
 
6.4.2.2. Possibles interpretacions de les anàlisis de Hammett de la 1,3-1,4-β-glucanasa 
de Bacillus licheniformis 
 
Veient la limitació del mecanisme bàsic d’hidròlisi amb retenció de configuració s’ha de 
trobar un altre possible mecanisme que expliqui els resultats observats prenent com a 
referència les dues conclusions que semblen evidents a partir dels gràfics de Hammett 
obtinguts a 30 ºC. La primera és que per als substrats més activats tant el gràfic de 
Hammett en kcat com en kcat/KM reflecteixen l’etapa de glicosidació. La segona és que 
per als substrats menys activats hi ha alguna etapa posterior a l’etapa de glicosidació 
que fa augmentar la seva velocitat de reacció respecte del valor que seria esperable 
(figura 6.15). Aquesta segona conclusió per ella mateixa ja descarta qualsevol 
possibilitat de mecanisme lineal, ja que l’etapa determinant de la velocitat de reacció en 
un mecanisme lineal és sempre l’etapa més lenta. Per tant, si després de l’etapa de 
glicosidació hi hagués una etapa ràpida, no quedaria reflectida ni en el gràfic de 
Hammett en kcat/KM, ni en el gràfic de Hammett en kcat, perquè la glicosidació seguiria 
essent l’etapa determinant de la velocitat de reacció. 
 

 
Figura 6.15. Anàlisi de Hammett de la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis en la que 
es mostra que el paràmetre kcat per als substrats menys activats té un valor superior al que seria 
d’esperar si no hi hagués canvi de mecanisme. 
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Els resultats de les anàlisis de Hammett de la 1,3-1,4-β-glucanasa apunten doncs a un 
mecanisme enzimàtic ramificat, coincidint amb la conclusió a la que s’ha arribat a partir 
de les cinètiques en estat preestacionari. Només a partir dels resultats de l’anàlisi de 
Hammett no caldria recórrer a un mecanisme tan complex, tanmateix donat que els 
resultats en estat preestacionari han permès descartar un gran nombre de mecanismes 
ramificats, és lògic que l’estudi mecanístic de l’anàlisi de Hammett es realitzi sobre el 
model proposat a partir dels resultats de les cinètiques en estat preestacionari. La figura 
6.16 mostra aquest mecanisme deixant de banda les possibles etapes d’inhibició 
acompetitiva per substrat. 
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Figura 6.16. Mecanisme proposat per a la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis a partir 
dels resultats obtinguts en les cinètiques en estat preestacionari. 
 
Si bé amb les dades obtingudes en estat preestacionari no es podia assegurar si l’espècie 
SES** , resultant del canvi conformacional, presentava o no activitat enzimàtica, els 
resultats de les anàlisis de Hammett deixen clar que aquesta segona branca ha de ser 
també reactiva, donant lloc a l’augment de velocitat observat en el gràfic de Hammett 
en kcat per als substrats menys reactius. Es proposa doncs, que el canvi conformacional 
implica un canvi d’entorn al centre actiu que va associat a una variació de l’activitat 
hidrolítica del complex SES**  respecte de la del complex SES*. Aquesta possibilitat es 
recull en el mecanisme que es presenta a la figura 6.17, on l’activitat associada a SES**  
ve descrita per les constants de velocitat k10 i k11, corresponents a les etapes de 
glicosidació i desglicosidació de la segona branca, respectivament.  
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Figura 6.17. Mecanisme proposat per a la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis a partir 
dels resultats obtinguts en les cinètiques en estat preestacionari i les anàlisis de Hammett a 30 
ºC. 
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Les equacions 6.5 i 6.6 comporten l’expressió dels paràmetres cinètics kcat i kcat/KM en 
funció de les diferents constants de velocitat per al mecanisme de la figura 6.17. Es 
comprova que mentre que kcat és una combinació de les velocitats de les quatre etapes 
catalítiques, que inclou també la constant d’equilibri del canvi conformacional entre 
complexos ternaris (K8), el terme kcat/KM representa una mitjana ponderada de les 
velocitats de les dues etapes de glicosidació. 
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A partir dels resultats en estat preestacionari s’ha realitzat una aproximació de la 
magnitud de les constants de canvi conformacional K7 i K8 per a tres dels substrats amb 
què s’ha realitzat l’anàlisi de Hammett, el G4G3G-2,4DNP, el G4G3G-3,4DNP i el 
G4G3G-MU. S’ha arribat a la conclusió que el canvi conformacional és més pronunciat 
com menys reactiu és el substrat, de manera que, l’activitat de la segona branca pren 
més pes per als substrats menys activats. Així doncs, per als substrats més activats la 
velocitat observada correspondria majoritàriament a la velocitat de reacció a partir del 
complex ternari SES*, mentre que per als menys reactius, els gràfics de Hammett 
reflectirien bàsicament la velocitat de reacció a partir del complex SES** .  
 
Tornant a avaluar el gràfic de Hammett en kcat/KM, és possible que l’ajust bifàsic 
realitzat, tot i que innecessari, aporti pistes sobre el desenvolupament de càrrega a les 
dues etapes de glicosidació. L’ajust rendeix un pendent de –1 per als substrats amb 
aglicones de pKa inferior a 7 i un pendent de –0.44 per als substrats amb aglicones de 
pKa superior a 7, que indicaria que l’estat de transició de l’etapa de glicosidació de la 
primera branca de reacció presenta un elevat grau de desenvolupament de càrrega amb 
una protonació bàsicament nul·la, mentre que l’estat de transició corresponent a l’etapa 
de glicosidació de la segona branca comporta un desenvolupament de càrrega força 
discret, ja sigui degut a una protonació molt més important, o a una menor escissió 
d’enllaç. En el cas d’ajustar una única línia recta, el pendent de –0.77, representa una 
mitjana ponderada de les dues etapes de glicosidació. 
 
Acceptant que el gràfic de Hammett en kcat/KM pugui reflectir les dues etapes de 
glicosidació, el fet que els pendents del gràfic de Hammett en kcat siguin diferents als 
obtinguts per a les corresponents glicosidacions, indicaria un paper diferent per a les 
dues etapes de desglicosidació. Per als substrats amb aglicones de pKa inferior a 7 és 
possible que s’arribin a assolir velocitats de glicosidació per als substrats més activats 
que siguin properes a la velocitat de desglicosidació, provocant d’aquesta manera la 
petita disminució de pendent observada respecte del pendent del gràfic de Hammett en 
kcat/KM (pendent de –0.87 en el gràfic de Hammett en kcat respecte al pendent de –1 en el 
gràfic de Hammett en kcat/KM). Per als substrats amb aglicones de pKa superior a 7 el fet 
que el pendent del gràfic de Hammett sigui pràcticament nul, i que s’hagi comprovat 
que a l’etapa de glicosidació la protonació no és total (a partir del gràfic de Hammett en 
kcat/KM, amb un pendent de –0.44), només deixa l’opció que per a la segona branca la 
desglicosidació sigui l’etapa determinant de la velocitat de reacció per a tots els 
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substrats. Hi ha una altra prova experimental que porta a pensar en una acumulació 
d’algun intermedi de reacció, que és la tendència que mostra la KM a disminuir com més 
reactiu és el substrat. Aquest fet reforça la hipòtesi d’una etapa de desglicosidació 
limitant de la velocitat de reacció. L’equació 6.7 reflecteix la definició de la KM per al 
mecanisme de la figura 6.17: 
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Acceptant que l’etapa de desglicosidació de la primera branca és més ràpida que l’etapa 
de glicosidació de la mateixa branca (k3 >> k2), aquesta expressió pot simplificar-se en 
l’equació 6.8:  
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En aquesta equació es comprova que com més gran sigui la constant de velocitat k10 
(constant de velocitat de l’etapa de glicosidació de la segona branca) sobre la constant 
de velocitat k11 (constant de velocitat de l’etapa de desglicosidació de la segona branca), 
inferior tendeix a ser el valor de la KM.  
 
Finalment s’ha de considerar el fet que, segons els gràfic de Hammett en kcat, l’activitat 
de la segona branca passi a ser més ràpida que no pas la de la primera per als substrats 
menys reactius. De fet, el mecanisme ramificat amb una desglicosidació determinant de 
la velocitat de reacció per a la segona branca no exclou en absolut aquesta possibilitat. 
L’únic que s’ha d’acomplir és que la constant de velocitat per a l’etapa de 
desglicosidació de la segona branca sigui superior a la constant de velocitat per a l’etapa 
de glicosidació de la primera branca (k11 > k2) per als substrats menys reactius. 
 
Fent servir el mecanisme amb dues branques actives es pot explicar tant la diferència 
entre els gràfics de Hammett en kcat i en kcat/KM, com el canvi de mecanisme observat en 
el gràfic de Hammett en kcat. 
 
 
6.4.3. Anàlisis de Hammett a diferents pH 
 
Una altra curiositat de l’anàlisi de Hammett en kcat de la 1,3-1,4-β-glucanasa és el fet 
que el canvi de pendent es doni a un pKa proper al pKa del residu que fa el paper 
d’àcid/base general (pKa 7.3). Per tal d’explorar una mica aquesta característica es trien 
quatre dels substrats amb els que s’han realitzat les anàlisis de Hammett i es realitzen 
cinètiques a quatre pH diferents, dos pH més àcids, 5.0 i 5.5, el mateix pH al que s’ha 
realitzat l’anàlisi de Hammett anterior, 7.2 (per tal de garantir la reproductibilitat de les 
dades), i un pH més bàsic, 8.0. Als dos primers pH s’espera que el residu que actua com 
a àcid general es trobi majoritàriament en la seva forma no ionitzada, a pH 7.2 estarà 
ionitzat aproximadament en un 50% i a pH 8.0 es trobarà bàsicament ionitzat en la seva 
totalitat.  
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A la taula 6.3 s’han recollit els resultats de les cinètiques amb els diferents aril β-D-
trisacàrids als diferents pH. Algunes de les cinètiques s’han realitzat per duplicat per tal 
d’assegurar-ne els resultats, i a la taula es recullen les mitjanes dels resultats de les 
cinètiques duplicades, que són les que, per claredat, s’han representat en els gràfics de 
Hammett. 
 
Taula 6.3. Paràmetres cinètics de la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis obtinguts en 
l’ajust de l’equació de Michaelis-Menten amb o sense inhibició acompetitiva per substrat a les 
cinètiques realitzades amb una sèrie d’aril O-β-D-trisacàrids, amb estructura bàsica G4G3G-X, a 
diferents pH. Les reaccions s’han dut a terme en tampó 11 mM fosfat, 0.1 mM CaCl2, I = 0.05 
M, a 30 ºC i pH 5.0, 5.5, 7.2 i 8.0. 
 

pH Substrat 
 

kcat / s
-1 

 

KM / mM 
 

(kcat/KM) / mM-1·s-1 
5.0 G4G3G-3,4DNP 15.6 ± 0.3 0.32 ± 0.02 49 ± 4 

 G4G3G-3,5DNP 3.3 ± 0.1 0.40 ± 0.03 8.2 ± 0.8 
 G4G3G-MU 1.7 ± 0.2 1.2 ± 0.2 1.4 ± 0.4 
 G4G3G-3NP 0.98 ± 0.04 1.1 ± 0.1 0.9 ± 0.1 

5.5 G4G3G-3,4DNP 16.3 ± 0.2 0.212 ± 0.007 77 ± 4 
 G4G3G-3,5DNP 3.27 ± 0.03 0.204 ± 0.008 16.0 ± 0.6 
 G4G3G-MU 1.20 ± 0.07 0.95 ± 0.09 1.3 ± 0.2 
 G4G3G-MU 1.03 ± 0.04 0.70 ± 0.05 1.5 ± 0.2 
 G4G3G-MUmitjana 1.11 ± 0.01 0.8 ± 0.1 1.4 ± 0.1 
 G4G3G-3NP 0.85 ± 0.01 0.92 ± 0.04 0.92 ± 0.05 

7.2 G4G3G-3,4DNP 22 ± 3 0.5 ± 0.1 44 ± 15 
 G4G3G-3,5DNP 2.87 ± 0.04 0.45 ± 0.02 6.4 ± 0.4 
 G4G3G-MU 0.59 ± 0.01 0.67 ± 0.03 0.88 ± 0.05 
 G4G3G-3NP 0.63 ± 0.02 1.9 ± 0.1 0.33 ± 0.03 
 G4G3G-3NP 0.57 ± 0.02 1.4 ± 0.1 0.41 ± 0.04 
 G4G3G-3NPmitjana 0.60 ± 0.03 1.65 ± 0.06 0.36 ± 0.09 

8.0 G4G3G-3,4DNP 7.3 ± 0.2 0.72 ± 0.05 10 ± 1 
 G4G3G-3,5DNP 1.0 ± 0.2 1.5 ± 0.5 0.7 ± 0.4 

 G4G3G-MU 0.271 ± 0.003 0.79 ± 0.03 0.34 ± 0.02 
 G4G3G-3NP 0.48 ± 0.02 3.5 ± 0.2 0.14 ± 0.01 
 G4G3G-3NP 0.31 ± 0.01 1.7 ± 0.1 0.18 ± 0.02 

 G4G3G-3NPmitjana 0.39 ± 0.08 2.6 ± 0.9 0.16 ± 0.02 
 
Els gràfics de Hammett obtinguts a partir d’aquests paràmetres cinètics es mostren a la 
figura 6.18. Si bé és agosarat ajustar dues rectes emprant només quatre punts, per tal de 
realitzar aquests ajusts s’han pres com a referència els gràfics de Hammett complerts 
realitzats a pH 7.2 i 30 ºC, de manera que en aquells casos que ha estat convenient s’han 
ajustat dues rectes en els gràfics de Hammett en kcat amb el punt d’inflexió a pKa 7.5, 
mentre que als gràfics de Hammett en kcat/KM, en què s’observa força dispersió de 
resultats, s’ha ajustat una línia recta. Ja a primer cop d’ull es comprova que el pH afecta 
tant el pendent com el comportament de l’enzim enfront dels diferents substrats en el 
gràfic de Hammett en kcat, mentre que en el gràfic de Hammett en kcat/KM la variació és 
mínima. Aquesta divergència torna a indicar que en els dos gràfics queden reflectides 
etapes de reacció diferents. 
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Figura 6.18. Anàlisis de Hammett en kcat i kcat/KM de la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus 
licheniformis amb una sèrie d’aril O-β-D-trisacàrids, d’estructura bàsica G4G3G-X, en tampó 11 
mM fosfat, 0.1 mM CaCl2, a 30 ºC i a 4 pH diferents, 5.0, 5.5, 7.2 i 8.0. En els gràfics es 
representa el logaritme del paràmetre kcat enfront del pKa de l’aglicona (esquerra) i el logaritme 
del paràmetre kcat/KM enfront del pKa de l’aglicona (dreta). En el gràfic de Hammett en kcat 
s’indica el pH que es pren com a referència per a la definició de les dues zones per analogia amb 
l’anàlisi de Hammett complerta en kcat realitzada amb vuit substrats. 
 
Taula 6.4. Pendents ajustats als gràfics de Hammett en kcat i en kcat/KM de la 1,3-1,4-β-glucanasa 
de Bacillus licheniformis amb 4 aril O-β-D-trisacàrids amb l’estructura bàsica G4G3G-X, a 
diferents pH. Les cinètiques s’han realitzat en tampó 11 mM fosfat, 0.1 mM CaCl2, a 30 ºC i a 4 
pH diferents, 5.0, 5.5, 7.2 i 8.0. 
 

pH pendent Hammett en kcat pendent Hammett en kcat/KM 
5.0 -0.40 -0.40 -0.61 
5.5 -0.54 -0.13 -0.70 
7.2 -0.73 -0.01 -0.72 
8.0 -0.67 +0.18 -0.60 

 
A la taula 6.4 es recullen els pendents que s’han ajustat als diferents gràfics de 
Hammett. A partir dels pendents obtinguts en el gràfic de Hammett en kcat/KM dóna la 
sensació que el pH no afecta significativament les etapes de glicosidació ni el canvi 
conformacional entre els dos complexos ternaris enzim-substrat. Aquest darrer resultat 
coincidiria amb l’obtingut en les cinètiques en estat preestacionari, en què s’observa que 
la constant de canvi conformacional K7 no varia significativament en el marge de pH 
entre 6.2 i 8.3. Tot i així, l’elevada dispersió dels resultats fa preferible no extreure’n 
gaires conclusions. Pel que fa referència als pendents obtinguts en el gràfic de Hammett 
en kcat sembla que, en aquest cas, el pH si que influeix en les etapes catalítiques, de 
manera que en acidular el pH del medi, per a la segona branca, la desglicosidació 
deixaria de ser, al menys totalment, determinant de la velocitat de reacció; i potser com 
a conseqüència, el pendent observat als dos pH més àcids seria una mitjana ponderada 
de les velocitats de glicosidació de les dues branques (amb major o menor influència de 
la velocitat de desglicosidació de la segona branca). Aquesta influència parcial de la 
velocitat de l’etapa de desglicosidació de la segona branca explicaria el fet que mentre 
que a pH 7.2 i 8.0 els pendents en el gràfic de Hammett en kcat i en kcat/KM siguin els 
mateixos, a pH 5.5 i 5.0 difereixin lleugerament. Hi hauria una altra possible explicació 
per als resultats observats en el gràfic de Hammett en kcat, però llavors s’hauria 
d’acceptar que el canvi conformacional pugui dependre del pH, i que a les cinètiques 
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realitzades en estat preestacionari s’hagi treballat en un rang de pH fora d’aquell en el 
que s’observa la dependència. Així doncs, es podria pensar que a pH àcids (pH < 6) el 
canvi conformacional no és tan important, de manera que pren rellevància la primera 
branca de reacció per a tots els substrats, i conseqüentment deixa de quedar reflectida la 
segona branca en el gràfic de Hammett en kcat. En aquest cas, la diferència de pendents 
observada entre els gràfics de Hammett en kcat i en kcat/KM estaria relacionada amb una 
desglicosidació (per a la primera branca) que es faria parcialment determinant de la 
velocitat de reacció a pH àcids. 
 
Un altre resultat que apunta cap a un mecanisme complex amb dues activitats són els 
perfils de pH que s’intueixen amb els quatre substrats utilitzats per tal de realitzar aquest 
estudi de Hammett a diferents pH. Es considera que el perfil de pH en kcat/KM permet 
obtenir els pKa cinètics de l’enzim lliure, que generalment s’associen als pKa dels 
residus que actuen com a nucleòfil i com a àcid/base general. Aquests pKa, propis de 
l’enzim, no tenen perquè variar en funció del substrat amb el que es realitza l’estudi de 
pH, és a dir, si estiguéssim davant d’un mecanisme lineal, els perfils de pH obtinguts 
amb els quatre substrats haurien de ser iguals.  
 
 

 
Figura 6.19. Perfils d’activitat enfront del pH de la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus 
licheniformis amb quatre substrats diferents: a) G4G3G-3,4DNP, b) G4G3G-3,5DNP, c) 
G4G3G-MU i d) G4G3G-3NP. En els gràfics es representa el paràmetre cinètic kcat/KM enfront 
del pH del medi. Les cinètiques s’han realitzat en tampó 11 mM fosfat, 0.1 mM CaCl2, a 30 ºC i 
a 4 pH diferents, 5.0, 5.5, 7.2 i 8.0. 
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A la figura 6.19 es mostren els quatre perfils de pH que s’han ajustat amb els resultats 
obtinguts. Evidentment tan sols amb quatre punts no es pot realitzar un perfil d’activitat 
enfront del pH acceptable, però aquests perfils com a mínim permeten veure dos tipus 
diferents de comportament enfront del pH, que donen a entendre que s’estan valorant 
dues activitats enzimàtiques diferents.  
 
S’ha de ser molt caut amb la interpretació dels resultats obtinguts de les anàlisis de 
Hammett a diferents pH, i de fet, seria convenient caracteritzar adequadament el 
comportament de l’enzim a través d’una sèrie d’anàlisis de Hammett complertes a un 
ventall de pH més ampli, abans d’extreure’n conclusions. Llavors també es disposaria 
de més dades que permetrien definir millor els perfils de pH i els pKa cinètics obtinguts 
fent servir els diferents substrats, i valorar-ne les diferències. Amb això present, sembla 
que la similitud entre el pKa cinètic assignat al residu que actua com a àcid/base general 
i el pKa al què es dóna el canvi de pendent, tret que havia motivat el present estudi, 
possiblement no és més que una mera casualitat. I a l’igual que s’ha observat en altres 
glicosidases en què s’ha realitzat un perfil de pH acompanyant les anàlisis de Hammett, 
el punt d’inflexió observat en els gràfics de Hammett no guarda relació amb els pKa 
cinètics que s’atribueixen als residus catalítics [37, 374, 475]. 
 
 
6.4.4. Efectes de la mutació del residu W221 en l’entorn del residu àcid/base 
general: pKa cinètics i anàlisis de Hammett 
 
 

 
 
Figura 6.20. Estructura del centre actiu en el complex de la 1,3-1,4-β-glucanasa amb 
l’hexasacàrid G4G4G3G4G4G, en què es mostren dos dels triptòfans presents al centre actiu 
que obliguen al substrat a adoptar una conformació en forma de “V” al voltant dels residus 
catalítics. 
 
Tot i la seva hidrofobicitat, s’ha observat amb freqüència la presència de residus de 
triptòfan al centre actiu de les proteïnes. Els triptòfans, apart d’aportar estabilitat tèrmica 
[476] i estabilitzar l’estructura quaternària de la proteïna [477, 478], en el cas de les 
glicosidases juguen també un paper important en la unió del substrat [17, 328]. A més, 
la presència d’un residu aromàtic al costat del residu que actua d’àcid general col·labora 
en el correcte posicionament d’aquest residu, i juga un paper clau en la definició del seu 
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pKa, com s’ha observat en diverses glicosidases [320, 479, 480]. A l’estructura del 
modelatge de l’hexasacàrid G4G4G3G4G4G al centre actiu de la 1,3-1,4-β-glucanasa de 
Bacillus licheniformis es comprova que al centre actiu hi ha dos triptòfans situats a 
l’entorn del residu que actua com a àcid general i que pel seu posicionament a la 
proteïna obliguen a una torsió de la cadena polisacarídica en forma de “V” (figura 6.20), 
torsió que es dóna precisament a l’enllaç glicosídic a escindir, i que s’ha descrit també 
en el complex de Michaelis en el cas d’altres glicosidases [49, 50, 69, 80, 81, 369, 481-
485]. S’ha proposat que aquesta conformació tensionada al voltant de l’enllaç glicosídic 
a escindir, forçada per la proteïna, ajudi a adoptar la conformació distorsionada a l’anell 
de piranosa que ocupa el subseti –1, apropant-la a la de l’estat de transició i ajudant 
d’aquesta manera a rebaixar l’energia d’activació de la reacció.  
 
En aquest sentit, i tal com ja s’ha comentat a la introducció, sembla que les interaccions 
que es donen en el subseti +1 són claus perquè es doni aquesta torsió de la cadena que 
va acompanyada de la distorsió de la piranosa que ocupa el subseti –1. A la 1,3-1,4-β-
glucanasa de Bacillus licheniformis el triptòfan 221 es troba formant part del subseti +1 
molt proper al glutamat 138, i el present estudi vol avaluar la influència d’aquest residu 
en la definició del pKa del residu que actua com a àcid/base general, i en el mecanisme 
enzimàtic. Amb aquest propòsit, s’han d’obtenir a nivell d’ADN els mutants W221F, en 
què el triptòfan se substitueix per una fenilalanina, disminuint el volum del residu 
aromàtic, i W221A, en què el triptòfan se substitueix per una alanina, eliminant 
totalment el residu aromàtic; i a continuació cal expressar i purificar els dos mutants a 
nivell de mil·ligram. Les etapes per a l’obtenció dels mutants a nivell d’ADN i la 
posterior obtenció dels mutants s’explica al capítol d’expressió i purificació enzimàtica. 
 
6.4.4.1. Perfil d’activitat enfront del pH del mutant W221A 
 
Per tal d’avaluar el paper del triptòfan 221 en la definició del pKa del residu que actua 
com a àcid/base general es realitza un perfil de pH del mutant W221A. Ajustant una 
gaussiana als perfils dels paràmetres cinètics kcat i kcat/KM enfront del pH per al mutant 
W221A s’obtenen els dos pKa cinètics per a l’enzim lliure i per al complex enzim 
substrat (figura 6.21), que es recullen a la taula 6.5, juntament amb els resultats 
obtinguts per a l’enzim salvatge en un altre perfil de pH realitzat en paral·lel.  
 

 
Figura 6.21. Perfils d’activitat enfront del pH del mutant W221A de la 1,3-1,4-β-glucanasa de 
Bacillus licheniformis fent servir com a substrat el G4G3G-MU. En el gràfic de l’esquerra es 
representa el paràmetre cinètic kcat enfront del pH, i en el de la dreta el paràmetre kcat/KM enfront 
del pH. Les cinètiques es realitzen en tampó 11 mM fosfat, 0.1 mM CaCl2, I = 0.1 M, a 30 ºC. 
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Taula 6.5. Valors del pKa cinètics obtinguts a partir dels perfils de pH realitzats a 30 ºC per al 
mutant W221A i l’enzim salvatge de la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis. 
 
 

Enzim i pKa cinètic Enzim lliure Complex enzim-substrat 
W221A   

pKa 1 5.29 ± 0.09 4.46 ± 0.06 
pKa 2 6.65 ± 0.09 7.34 ± 0.06 

wt   
pKa 1 5.04 ± 0.09 4.3 ± 0.2 
pKa 2 7.3 ± 0.1 7.5 ± 0.2 

 
 
En els dos enzims, el fet de formar el complex enzim-substrat provoca un eixamplament 
del perfil d’activitat enfront del pH que resulta més acusat en el cas del mutant W221A. 
Avaluant els efectes causats per l’eliminació del residu Trp221 en el mutant W221A 
sobre els pKa cinètics de la 1,3-1,4-β-glucanasa es comprova que el canvi per al residu 
que actua d’àcid general, al voltant de 0.15 unitats de pKa, és mínim en el cas del 
complex enzim-substrat. A més, l’efecte produït és l’esperat, una disminució en el pKa 
del residu que actua d’àcid general en eliminar un grup hidrofòbic situat al seu costat. 
Aquesta disminució de pKa és molt més marcada en el perfil de pH de l’enzim lliure, en 
què es produeix una disminució de 0.65 unitats de pKa. D’aquesta manera es confirma el 
paper d’aquest residu hidrofòbic situat al costat del residu que actua d’àcid general, no 
només en el correcte posicionament de l’àcid general per tal d’exercir la seva funció 
catalítica, sinó també exercint un paper clau en la modulació del seu pKa. L’efecte de la 
mutació sobre el pKa del residu que actua com a nucleòfil en l’enzim lliure no queda tan 
clar, i és possible que no es tracti d’una influència directa, sinó que es transmeti a través 
de la xarxa de ponts d’hidrogen del centre actiu, potser com a conseqüència del canvi de 
pKa del residu que actua com a àcid general. A la figura 6.22 es mostra a nivell 
comparatiu els perfils d’activitat enfront del pH de l’enzim salvatge (en línia contínua), i 
del mutant W221A (en línia puntejada). 
 

 
Figura 6.22. Perfils d’activitat enfront del pH de l’enzim salvatge (línia contínua) i del mutant 
W221A (línia puntejada) de la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis, fent servir com a 
substrat el G4G3G-MU. En el gràfic de l’esquerra es representa el paràmetre cinètic kcat enfront 
del pH, i en el de la dreta el paràmetre kcat/KM enfront del pH. Les cinètiques es realitzen en 
tampó 11 mM fosfat, 0.1 mM CaCl2, I = 0.1 M, a 30 ºC. 
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Així com el perfil de kcat enfront del pH és molt similar per als dos enzims, tant a nivell 
de pKa com d’activitat enzimàtica, el perfil de kcat/KM permet observar un gran augment 
d’eficiència catalítica per al mutant W221A als pH de màxima activitat. Donat que els 
valors de kcat són similars per als dos enzims, aquest canvi d’eficiència catalítica es deu 
bàsicament a una millora molt significativa en la unió de substrat en el cas del mutant.  
 
 
6.4.4.2.  Anàlisis de Hammett dels mutants W221A i W221F de la 1,3-1,4-β-glucanasa 
de Bacillus licheniformis 
 
L’estudi de la influència del triptòfan 221 en el mecanisme de reacció es realitza a 
través d’unes anàlisis de Hammett dels mutants W221A i W221F, fent servir els 
mateixos substrats utilitzats amb l’enzim salvatge. Les cinètiques amb els mutants es 
realitzen a les mateixes condicions experimentals emprades per a l’enzim salvatge, per 
tal de poder-les comparar. En l’estudi del mutant W221A s’inclou també el substrat 
G4G3G-4BrP, del que se’n disposa d’una petita quantitat. Els paràmetres cinètics 
obtinguts en els ajusts de les equacions de Michaelis-Menten, amb o sense inhibició 
acompetitiva per substrat, a les cinètiques de reacció per al mutant W221A de la 1,3-
1,4-β-glucanasa es presenten a la taula 6.6. 
 
Taula 6.6. Paràmetres cinètics del mutant W221A de la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus 
licheniformis obtinguts en l’ajust de l’equació de Michaelis-Menten amb o sense inhibició 
acompetitiva per substrat a les cinètiques realitzades amb una família d’aril O-β-D-trisacàrids 
d’estructura bàsica G4G3G-X. Les reaccions s’han dut a terme en tampó 6.5 mM citrat, 87 mM 
fosfat, pH 7.2 i a 30 ºC. 
 

Substrat pKa 
aglicona kcat / s

-1 KM / mM 
KI / 
mM 

(kcat/KM) /  
mM-1·s-1 

G4G3G-P 9.99 0.042 ± 0.003 3.6 ± 0.5 ---- 0.012 ± 0.002 
G4G3G-4BrP 9.34 0.056 ± 0.001 0.46 ± 0.03 ---- 0.13 ± 0.01 
G4G3G-3NP 8.39 0.372 ± 0.004 1.16 ± 0.04 ---- 0.32 ± 0.01 
G4G3G-MU 7.5 0.56 ± 0.01 0.83 ± 0.04 13 ± 1 0.68 ± 0.05 
G4G3G-4NP 7.18 0.54 ± 0.02 0.37 ± 0.03 ---- 1.5 ± 0.2 
G4G3G-4NP 7.18 0.623 ± 0.006 0.40 ± 0.01 ---- 1.56 ± 0.05 
G4G3G-3,5DNP 6.69 4.71 ± 0.06 0.63 ± 0.02 ---- 7.5 ± 0.4 
G4G3G-3,4DNP 5.36 9.5 ± 0.4 0.31 ± 0.02 7 ± 2 30 ± 3 
G4G3G-3,4DNP 5.36 9.37 ± 0.08 0.196 ± 0.006 ---- 48 ± 2 
G4G3G-2,3DNP 4.96 20.9 ± 0.3 0.37 ± 0.02 ---- 57 ± 3 
G4G3G-2,3DNP 4.96 23.1 ± 0.2 0.32 ± 0.01 ---- 72 ± 3 
G4G3G-2,4DNP 3.96 21.2 ± 0.8 0.037 ± 0.004 ---- 573 ± 84 
G4G3G-2,4DNP 3.96 18.7 ± 0.3 0.030 ± 0.001 ---- 630 ± 40 
 
La representació gràfica del logaritme dels paràmetres cinètics kcat i kcat/KM enfront del 
pKa per al mutant W221A es mostren a la figura 6.23. D’entrada ja es pot veure que 
amb aquest mutant no es reprodueix el comportament bifàsic observat per als substrats 
menys activats en el cas de l’enzim salvatge. En aquest cas es comprova que, tret del 
resultat obtingut per al substrat més activat, en què s’hauria pogut arribar a assolir la 
velocitat de l’etapa de desglicosidació, el logaritme del paràmetre cinètic kcat per a la 
resta de substrats defineix una recta de pendent –0.49 enfront del pKa. Tanmateix, per 
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tal de poder assegurar que la desglicosidació és l’etapa determinant de la velocitat per 
als substrats més activats s’hauria de disposar de més resultats per a substrats amb 
aglicones de pKa inferior a 4.96. A la figura 6.23 es mostren els dos ajusts que es poden 
realitzar: en una línia contínua es representa l’ajust considerant que per al substrat més 
activat s’ha assolit la velocitat de reacció de l’etapa de desglicosidació, i l’ajust en línia 
puntejada considera que encara no s’ha assolit la velocitat de l’etapa de desglicosidació. 
Els resultats representats en el gràfic de Hammett en kcat/KM s’ajusten a una recta de 
pendent –0.73, cosa que indica, que a l’estat de transició de l’etapa de glicosidació es 
dóna un grau important de desenvolupament de càrrega sobre l’oxigen de l’enllaç que 
s’escindeix. La diferència entre els pendents obtinguts en els dos gràfics de Hammett 
podria explicar-se en base a un augment progressiu de la contribució de la velocitat de 
desglicosidació en el valor final de la velocitat de reacció en disminuir el pKa de 
l’aglicona, com correspondria si la desglicosidació fos, com a mínim parcialment, 
determinant de la velocitat de reacció.  
 

 
Figura 6.23. Anàlisis de Hammett en kcat i kcat/KM del mutant W221A de la 1,3-1,4-β-glucanasa 
de Bacillus licheniformis amb una família d’aril O-β-D-trisacàrids d’estructura bàsica G4G3G-
X, a 30 ºC i pH 7.2. En els gràfics es representa el logaritme del paràmetre kcat enfront del pKa 
de l’aglicona (esquerra) i el logaritme del paràmetre kcat/KM enfront del pKa de l’aglicona 
(dreta). 
 
El mutant W221F representa una estructura intermèdia entre l’enzim salvatge i el 
mutant W221A. En aquest mutant, si bé s’ha eliminat el triptòfan, aquest s’ha substituït 
per un altre residu aromàtic, de manera que no s’ha perdut totalment l’entorn hidrofòbic 
al voltant del residu àcid general, i alhora encara es conserva una superfície amb la que 
el substrat podria fer interaccions d’apilament hidrofòbic. Amb aquest mutant també 
s’ha realitzat una anàlisi de Hammett, i els valors dels paràmetres cinètics obtinguts en 
els ajusts de les equacions de Michaelis-Menten, amb o sense inhibició acompetitiva per 
substrat, es presenten a la taula 6.7. Les representacions de les anàlisis de Hammett 
corresponents es mostren a la figura 6.24. 
 
El gràfic de Hammett en kcat per al mutant W221F presenta una elevada dispersió dels 
resultats, tot i així l’ajust d’una línia recta als resultats proporciona un pendent de –0.48. 
En el gràfic de Hammett en kcat/KM els valors del logaritme del paràmetre kcat/KM 
enfront del pH presenten menys dispersió de resultats, cosa que indica que la dispersió 
observada en el gràfic de Hammett en kcat no es genera com a conseqüència de l’etapa 
d’unió del substrat, i l’ajust lineal rendeix un pendent de –0.73, que indica un 
desenvolupament de càrrega elevat en l’estat de transició per a l’etapa de glicosidació. 
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És possible que de la mateixa manera que es proposa en el cas del mutant W221A, per 
al mutant W221F també s’hagi arribat a assolir la velocitat de l’etapa de desglicosidació 
per als substrats més reactius, però l’elevada dispersió dels resultats recomana certa 
precaució a l’hora d’ajustar un gràfic bifàsic. Parant atenció al gràfic de Hammett en 
kcat, cal esmentar que els tres resultats que cauen per sota de l’ajust lineal corresponen a 
cinètiques en què s’ha ajustat inhibició acompetitiva per substrat. Aquest és precisament 
un dels tres motius que generen dispersió en una anàlisi de Hammett en kcat, dificultant 
la determinació correcta d’aquest paràmetre, i rendint resultats generalment inferiors. El 
que és cert, és que el pendent del gràfic de Hammett en kcat és inferior a l’obtingut en el 
gràfic de Hammett en kcat/KM, i que tant l’efecte de la inhibició, com l’efecte d’assolir 
velocitats properes a la de l’etapa de desglicosidació per als substrats més activats, en 
podrien ser la causa. 
 
Taula 6.7. Paràmetres cinètics del mutant W221F de la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus 
licheniformis obtinguts en l’ajust de l’equació de Michaelis-Menten, amb o sense inhibició 
acompetitiva per substrat, a les cinètiques realitzades amb una família d’aril O-β-D-trisacàrids 
d’estructura bàsica G4G3G-X. Les reaccions s’han dut a terme en tampó 6.5 mM citrat, 87 mM 
fosfat, pH 7.2 i a 30 ºC. 
 

Substrat pKa 
aglicona kcat / s

-1 KM / mM KI / mM 
(kcat/KM) / 
mM-1·s-1 

G4G3G-P 9.99 0.07 ± 0.005 3.9 ± 0.5 108 ± 66 0.018 ± 
0.004 

G4G3G-3NP 8.39 0.590 ± 0.006 0.84 ± 0.03 ---- 0.70 ± 0.04 
G4G3G-MU 7.5 0.389 ± 0.009 0.39 ± 0.02 9.4 ± 0.7 1.00 ± 0.08 
G4G3G-4NP 7.18 0.62 ± 0.01 0.25 ± 0.01 29 ± 5 2.5 ± 0.2 
G4G3G-4NP 7.18 0.675 ± 0.009 0.27 ± 0.01 ---- 2.5 ± 0.1 
G4G3G-3,5DNP 6.69 7.09 ± 0.06 0.36 ± 0.01 ---- 19.6 ± 0.8 
G4G3G-3,4DNP 5.36 9.3 ± 0.2 0.15 ± 0.01 ---- 62 ± 4 
G4G3G-2,3DNP 4.96 35.1 ± 0.8 0.25 ± 0.02 ---- 143 ± 12 
G4G3G-2,4DNP 3.96 32 ± 4 0.07 ± 0.01 0.11 ± 0.06 470 ± 140 
 

 
Figura 6.24. Anàlisis de Hammett en kcat i kcat/KM del mutant W221F de la 1,3-1,4-β-glucanasa 
de Bacillus licheniformis amb una família d’aril O-β-D-trisacàrids d’estructura bàsica G4G3G-
X, a 30 ºC i pH 7.2. En els gràfics es representa el logaritme del paràmetre kcat enfront del pKa 
de l’aglicona (esquerra) i el logaritme del paràmetre kcat/KM enfront del pKa de l’aglicona 
(dreta). 
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6.4.5. Cinètiques en estat preestacionari del mutant W221A de la 1,3-1,4-β-
glucanasa de Bacillus licheniformis 
 
Donat que el comportament bifàsic de l’anàlisi de Hammett en kcat per a l’enzim 
salvatge s’explica en base a un mecanisme en dues branques, en concordança amb el 
mecanisme proposat pels estudis en estat preestacionari, la desaparició del 
comportament bifàsic en els mutants en la posició 221 suggereix un canvi de 
mecanisme, en el sentit que aquest tingui lloc a través d’un mecanisme lineal bàsic de 
retenció de configuració. Per tal d’estudiar aquesta opció es realitzen cinètiques en estat 
preestacionari amb el mutant W221A. Per a aquest mutant, si el mecanisme és lineal no 
s’hauria de veure una fase d’acumulació de producte en fer servir com a substrat el 
G4G3G-MU (18), a diferència del que s’hauria de veure amb el G4G3G-2,4DNP (28), 
cas que per a aquest substrat la desglicosidació hagués passat a ser determinant de la 
velocitat de reacció. 
 
Les reaccions s’han realitzat a les mateixes condicions emprades per a l’enzim salvatge, 
és a dir, en tampó 6.5 mM citrat, 87 mM fosfat, 0.1 mM CaCl2, pH 7.2 i 30 ºC. En tots 
els casos s’observa una cinètica molt similar a l’obtinguda amb l’enzim salvatge, en què 
després d’una primera fase de retardament, es dóna una fase d’acumulació de producte. 
Els resultats de kobs i la quantitat d’aglicona alliberada per unitat d’enzim a la fase 
d’acumulació es presenten a la taula 6.8.  
 
Taula 6.8. Resultats de les cinètiques en estat preestacionari del mutant W221A de la 1,3-1,4-β-
glucanasa de Bacillus licheniformis amb els substrats G4G3G-2,4DNP (28), G4G3G-3,4DNP 
(21) i G4G3G-MU (18). Les cinètiques s’han dut a terme en tampó 6.5 mM citrat, 87 mM 
fosfat, 0.1 mM CaCl2, pH 7.2, 30 ºC, [W221A] = 1.79 µM (per als substrats 18 i 28) i 8.9 µM 
(per al substrat 21). A la taula es presenten el valor de la kobs i la quantitat d’aglicona alliberada 
per unitat d’enzim, a cada concentració de substrat. 
 

G4G3G-2,4DNP G4G3G-3,4DNP G4G3G-MU 
[S] 

/mM 

 

kobs / s
-1 

 

∆P/[E]0 
[S] 

/mM 

 

kobs / s
-1 

 

∆P/[E]0 
[S] / 
mM 

 

kobs / s
-1 

 

∆P/[E]0 

1.26 54 ± 2 4.58 1.05 64 ± 2 1.94 4.70 65 ± 8 0.106 
0.63 56 ± 2 4.73 0.70 62 ± 2 1.50 2.35 74 ± 8 0.106 
0.32 69 ± 3 3.91 0.52 59 ± 2 1.34 1.17 75 ± 7 0.089 
0.16 62 ± 3 1.94 0.35 83 ± 3 0.90 0.59 80 ± 8 0.073 
0.08 63 ± 2 1.24 0.26 59 ± 2 0.61 0.29 64 ± 10 0.056 
0.04 48 ± 4 0.79 0.13 51 ± 2 0.39 0.15 73 ± 12 0.034 
0.02 22 ± 3 0.47 0.07 56 ± 2 0.26 0.07 17 ± 7 0.022 
0.01 10 ± 2 0.22 0.03 58 ± 2 0.14    

 
D’entrada el fet que s’observi la fase d’acumulació de producte en totes les cinètiques, 
independentment del substrat emprat, ja no quadra amb els resultats obtinguts en 
l’anàlisi de Hammett en kcat per a un mecanisme lineal de retenció de configuració. Els 
resultats indiquen, a l'igual que en el cas de l’enzim salvatge, que la constant de 
velocitat associada a la fase d’acumulació de producte no mostra gaire dependència de 
la concentració de substrat, tret de les concentracions de substrat més baixes, en què 
s’observa una tendència a disminuir. En quant a l’amplitud de la fase d’acumulació es 
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comprova que en el cas del substrat més reactiu la quantitat d’aglicona alliberada per a 
la concentració de substrat més elevada és més de quatre vegades superior a la 
concentració d’enzim emprada, cosa que indica un mecanisme ramificat. Finalment, la 
relació de les constants cinètiques de segon ordre, kcat/KM, inicial i d’estat estacionari 
(anterior i posterior a la fase d’acumulació) apunta al mateix mecanisme proposat per a 
l’enzim salvatge, que es torna a mostrar a la figura 6.25 prescindint de les possibles 
etapes d’inhibició acompetitiva per substrat. 
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Figura 6.25. Mecanisme proposat per a l’enzim salvatge i el mutant W221A de la 1,3-1,4-β-
glucanasa de Bacillus licheniformis a partir dels resultats obtinguts en les cinètiques en estat 
preestacionari. 
 
 
Si bé no ha estat possible establir el valor del canvi conformacional K8 per dificultats en 
determinar correctament el valor del paràmetre cinètic kcat inicial (previ a la fase 
d’acumulació), s’ha pogut fer una aproximació dels valors de la constant K7 a partir dels 
valors de la kcat/KM. Els resultats, que a l'igual que en el cas de l’enzim salvatge, estan 
relacionats amb la reactivitat dels substrats es presenten a la taula 6.9.  
 
 
Taula 6.9. Constant d’equilibri per al canvi conformacional de l’espècie SE* en funció del 
substrat emprat en les cinètiques. Condicions experimentals: tampó 6.5 mM citrat, 87 mM 
fosfat, 0.1 mM CaCl2, pH 7.2 i 30 ºC. K7= k7/k-7. 
 
 

Substrat K7 
G4G3G-2,4DNP 4 
G4G3G-3,4DNP 5 
G4G3G-MU 10 

 
 
Les cinètiques en estat preestacionari del mutant W221A (així com d’altres realitzades 
amb un mutant hiperactiu de la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis, el mutant 
M58A) fan pensar que el mecanisme proposat per a l’enzim salvatge de la 1,3-1,4-β-
glucanasa de Bacillus licheniformis és un mecanisme general que no es veu pertorbat 
per mutacions puntuals en residus del centre actiu. De manera que, tot i que els resultats 
de les anàlisis de Hammett dels mutants W221A i W221F s’expliquin amb facilitat fent 
servir un mecanisme bàsic de retenció de configuració, s’han d’interpretar prenent com 
a model el mecanisme ramificat proposat.  
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6.4.6. Interpretació de les anàlisis de Hammett per als mutants W221A i W221F de 
la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis en base a un mecanisme ramificat 
 
 
La interpretació de les anàlisis de Hammett dels mutants W221A i W221F a partir del 
mecanisme ramificat de la figura 6.25, es pot realitzar en base a dos premisses diferents, 
en funció de si es considera que la segona branca presenta una activitat enzimàtica 
significativa o no. I en el cas de considerar que la segona branca sigui activa, s’han de 
determinar les condicions que s’haurien d’acomplir per tal d’obtenir uns gràfics de 
Hammett lineals.  
 
En el primer cas, considerant que la segona branca presenta una activitat pràcticament 
nul·la, l’anàlisi de Hammett només representa l’activitat que té lloc a través d’una única 
branca de reacció. Aquest mecanisme, en estat estacionari, es comportaria com un 
mecanisme lineal en què el canvi conformacional no suposaria més que una etapa 
d’inhibició. Com a conseqüència les anàlisis de Hammett que s’obtindrien encaixarien 
perfectament amb el mecanisme bàsic de retenció de configuració. 
 
En el cas que la segona branca també presenti activitat catalítica, i aquesta sigui 
significativa, per tal de poder tenir anàlisis de Hammett d’acord amb el mecanisme 
bàsic de retenció de configuració l’etapa determinant de la velocitat de reacció ha de ser 
la mateixa per a les dues branques. Suposant que l’etapa determinant és l’etapa de 
glicosidació, com sembla que és el cas, es poden donar encara dues opcions. O bé les 
dues branques actives presenten un grau de desenvolupament de càrrega similar, de 
manera que les possibles variacions en la constant d’equilibri del canvi conformacional 
passen inadvertides; o si es donen graus de desenvolupament de càrrega diferents en les 
dues etapes de glicosidació, la constant d’equilibri del canvi conformacional ha de ser 
independent del substrat, de manera que els gràfics de Hammett presentin per a tots els 
substrats la mateixa mitjana entre el grau de desenvolupament de càrrega generat en les 
dues branques. 
 
S’han considerat les dues opcions en el cas particular del mutant W221A, que dels dos 
mutants estudiats, és l’enzim per al què es disposa de més resultats. 
 
D’acord amb la primera opció, que implica una activitat pràcticament inexistent en la 
segona branca, s’ha de plantejar el perquè d’aquesta eliminació de l’activitat de la 
segona branca en el cas del mutant. Es pot donar una explicació d’aquesta pèrdua 
d’activitat en base al perfil de pH del mutant W221A en kcat/KM. Així, al pH de treball la 
proporció d’enzim lliure que es troba en la forma ionitzada correcta per tal d’efectuar la 
catàlisi és molt baixa, ja que el pKa que s’atribueix al residu que actua com a àcid 
general és de 6.65, i les cinètiques es realitzen a pH 7.2. En no disposar de cap 
avaluació sobre el grau de desenvolupament de càrrega que hauria de tenir el mutant en 
la segona branca si fos actiu, es pot suposar que la tendència és la mateixa que en 
l’enzim salvatge, amb un desenvolupament de càrrega molt inferior per a la segona 
branca, possiblement degut a un major requeriment de catàlisi àcida. D’aquesta manera, 
una disminució del pKa del residu que actua com a àcid general, com la que es dóna en 
el mutant W221A, afectaria molt més la segona branca que no pas la primera, en què la 
necessitat de protonació no és tan elevada, disminuint d’aquesta manera la importància 
que pugui tenir la catàlisi efectuada per la segona branca en el total de la reacció 
enzimàtica. Tanmateix, és possible que els efectes de la mutació no es vegin tan 
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reflectits en l’etapa catalítica, ja que el perfil de pH del complex enzim-substrat per al 
mutant W221A i l’enzim salvatge són molt similars, sinó més aviat en les etapes 
anteriors d’unió i canvi conformacional que afecten la KM, que és on s’ha observat un 
canvi més important en el comportament del mutant respecte de l’enzim salvatge. 
També es podria donar el cas que la unió de substrat al mutant un cop s’hagi produït el 
canvi conformacional condueixi a un complex abortiu o un complex amb molt poca 
activitat catalítica per un posicionament incorrecte del mateix. 
 
Pel que fa a l’opció que la segona branca presenti una activitat enzimàtica significativa, 
en el cas de l’enzim W221A es pot descartar l’opció que el canvi conformacional no 
sigui dependent de l’estructura electrònica del substrat, ja que s’ha comprovat que la 
constant de canvi conformacional K7 augmenta en disminuir la reactivitat del substrat. 
Per tant, només es pot proposar l’opció que les dues branques tinguin un grau de 
desenvolupament de càrrega similar a l’etapa de glicosidació, de forma que la variació 
en K7 no comporti un canvi de pendent apreciable.  
 
A partir dels exemples descrits en la bibliografia (veure apèndix 3) es comprova que no 
hi ha una relació clara entre els canvis d’activitat enzimàtica, o canvis en els perfils de 
pH, i les variacions a nivell de mecanisme, i això fa que no es puguin predir, a priori, els 
efectes de les mutacions sobre el mecanisme enzimàtic. Amb això present, si bé s’han 
proposat dues explicacions per a les anàlisis de Hammett dels mutants en el triptòfan 
221, en base al mecanisme observat per a la 1,3-1,4-β-glucanasa, sense disposar de més 
informació, no es pot discernir quina d’elles és la correcta. 
 
 
6.4.7. Comparació de les anàlisis de Hammett entre els mutants W221F i W221A i 
l’enzim salvatge de la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis 
 
A la taula 6.10 es presenta un resum dels pendents obtinguts en les diferents anàlisis de 
Hammett de l’enzim salvatge i els mutants W221A i W221F de la 1,3-1,4-β-glucanasa 
de Bacillus licheniformis. Per a l’enzim salvatge s’inclouen els dos possibles ajusts per 
a l’anàlisi de Hammett en kcat/KM en funció de si es considera monofàsic o bifàsic. 
 
 
Taula 6.10. Resum dels pendents obtinguts en les diferents anàlisis de Hammett de l’enzim 
salvatge i dels mutants W221A i W221F de la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis. 
Per a cada enzim s’indica el nombre de fases que es poden diferenciar en les gràfiques; per a 
l’anàlisi de Hammett en kcat/KM per a l’enzim salvatge s’inclouen els dos possibles ajusts: 
monofàsic i bifàsic. Condicions experimentals: tampó 6.5 mM citrat, 87 mM fosfat, 0.1 mM 
CaCl2, pH 7.2 i 30 ºC. 
 
 

 Hammett en kcat Hammett en kcat/KM 
 fases pendent fases pendent fases pendent 

-0.87 -1 Enzim salvatge 2 
-0.09 

1 -0.77 2 
-0.44 

W221A 1 -0.49 1 -0.73 --- ---- 
W221F 1 -0.48 1 -0.73 --- ---- 
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Les anàlisis de Hammett dels mutants W221A i W221F s’assemblen molt, generant el 
mateix pendent en el gràfic de Hammett en kcat/KM i molt similar en el gràfic de 
Hammett en kcat, tot i que només en el cas del mutant W221A l’ajust s’ha realitzat 
considerant que la desglicosidació és l’etapa determinant de la velocitat de reacció per 
al G4G3G-2,4DNP (28). En tots dos casos, les anàlisis de Hammett entren dins dels 
resultats normals en una glicosidasa que actua amb retenció de configuració, amb un 
gràfic de Hammett en kcat/KM lineal, representatiu de l’etapa de glicosidació en què es 
dóna un grau de desenvolupament de càrrega elevat. De fet, si es considera que l’anàlisi 
de Hammett en kcat/KM per a l’enzim salvatge també és monofàsica, el pendent obtingut 
és molt similar als anteriors, indicant un desenvolupament de càrrega a l’estat de 
transició del mateix ordre per a l’etapa de glicosidació en tots tres enzims. Les 
diferències més significatives entre l’enzim salvatge i els dos mutants queden reflectides 
en les anàlisis de Hammett en kcat, i no només en el fet que per als mutants deixin de ser 
bifàsiques, sinó també en el valor del pendent obtingut. Per als mutants aquest pendent 
és inferior al de l’anàlisi de Hammett en kcat/KM, apuntant a una desglicosidació 
parcialment determinant de la velocitat de reacció, mentre que per a l’enzim salvatge el 
pendent de l’anàlisi de Hammett en kcat és inclús superior al de l’anàlisi de Hammett en 
kcat/KM. Aquests resultats suggereixen que si bé la mutació del triptòfan 221 no sembla 
afectar significativament a l’etapa de glicosidació, si que ho fa a la de desglicosidació, 
amb una caiguda important en la velocitat de reacció d’aquesta etapa. Aquest fenomen 
queda reflectit a la taula 6.11 en què es resumeixen els valors de kcat obtinguts per als 
tres enzims amb els diferents substrats. S’observa que per als substrats de pKa intermedi 
les velocitats de reacció són similars, però que per als substrats més reactius la velocitat 
augmenta molt en el cas de l’enzim salvatge mentre que es queda estancada en el cas 
dels mutants. 
 
Taula 6.11. Compendi dels resultats del paràmetre cinètic kcat per a les reaccions de l’enzim 
salvatge i els mutants W221F i W221A de la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis amb 
diferents substrats cromofòrics. Condicions experimentals: tampó 6.5 mM citrat, 87 mM fosfat, 
0.1 mM CaCl2, pH 7.2 i 30 ºC. 
 

 

kcat / s
-1 Substrat pKa aglicona  

wt W221F W221A 
G4G3G-P 9.99  0.46 ± 0.03 0.07 ± 0.005 0.042 ± 0.003 
G4G3G-4BrP 9.34  ---- ---- 0.056 ± 0.001 
G4G3G-3NP 8.39  0.85 ± 0.01 0.590 ± 0.006 0.372 ± 0.004 
G4G3G-MU 7.50  0.75 ± 0.02 0.389 ± 0.009 0.56 ± 0.01 
G4G3G-4NP 7.18  0.81 ± 0.02 0.65 ± 0.02 0.58 ± 0.03 
G4G3G-3,5DNP 6.69  4.9 ± 0.3 7.09 ± 0.06 4.71 ± 0.06 
G4G3G-3,4DNP 5.36  16.5 ± 0.4 9.3 ± 0.2 9.4 ± 0.5 
G4G3G-2,3DNP 4.96  272 ± 6 35.1 ± 0.8 22.0 ± 0.5 
G4G3G-2,4DNP 3.96  590 ± 14 32 ± 4 20 ± 1 

 
 
Si bé una comparació de pendents entre les anàlisis de Hammett en kcat/KM apunta a una 
etapa de glicosidació sense gaires canvis, es poden extreure conclusions més acurades 
fent servir una correlació dels resultats obtinguts amb els diferents substrats. Donat que 
una bona correlació entre els log (kcat/KM) de dos enzims permet proposar la similitud 
entre els seus centres actius [486, 487], una comparació similar entre un enzim salvatge 
i algun dels seus mutants dóna informació sobre l’efecte de la mutació en l’estructura 



Anàlisis de Hammett 

 217 

del centre actiu a l’estat de transició per a l’etapa de glicosidació. La comparació dels 
logaritmes de kcat/KM dels mutants respecte al logaritme del mateix paràmetre cinètic de 
l’enzim salvatge proporciona gràfics bifàsics (figura 6.26), que indiquen que es dóna un 
canvi de mecanisme per als quatre substrats amb valors de kcat/KM inferiors. A mode de 
comparació a la mateixa figura es mostra en tots dos gràfics el que significaria una 
correlació lineal amb una recta puntejada. Aquests gràfics de correlació semblen indicar 
que per a l’enzim salvatge de la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis el millor 
ajust per al gràfic de Hammett en kcat/KM és un ajust bifàsic, tot i que a priori no sembli 
necessari. En el cas dels dos mutants es comprova que per als substrats de major 
reactivitat el grau de desenvolupament de càrrega en l’enzim salvatge és superior que en 
el cas dels mutants (amb pendents en els gràfics de la figura 6.26 de 0.73 i r2= 0.98 per 
al mutant W221A i de 0.47 i r2= 0.96 per al mutant W221F), mentre que per als 
substrats menys reactius el desenvolupament de càrrega és superior en els dos mutants 
que no pas en l’enzim salvatge (amb pendents de 1.67 i r2= 0.98 per al mutant W221A i 
de 1.66 i r2= 0.99 per al mutant W221F). Les bones correlacions observades amb els dos 
mutants per als dos grups de substrats per separat indiquen una estructura d’estat de 
transició similar en els tres enzims, però el fet que es puguin realitzar dues correlacions 
diferents per a cada parell d’enzims indica que a cada grup de substrats es dóna un estat 
de transició amb un desenvolupament de càrrega molt diferent. De fet, els resultats de 
les correlacions quadren amb el fet que en el cas dels mutants l’estructura de l’estat de 
transició de l’etapa de glicosidació sigui el mateix per a tots els substrats (una única 
branca activa) o molt similar (dues etapes de glicosidació amb un desenvolupament de 
càrrega parell), de manera que els diferents valors de correlació venen donats pels 
diferents graus de desenvolupament de càrrega observats amb l’enzim salvatge a l’etapa 
de glicosidació. Per tant, aquest enfocament dels resultats que tendeix a agrupar els 
substrats en dos grups, amb dos estats de transició diferents per a l’etapa de 
glicosidació, confirma la presència de dues activitats enzimàtiques diferents, que ja es 
fan notar a la primera etapa catalítica.  
 

 
 
Figura 6.26. Comparació dels logaritmes del paràmetre cinètic kcat/KM del mutant W221A 
(esquerra) i W221F (dreta) enfront del logaritme del mateix paràmetre per a l’enzim salvatge de 
la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis. Les cinètiques s’han realitzat amb una família 
d’aril O-β-D-trisacàrids d’estructura bàsica G4G3G-X, a 30 ºC i pH 7.2. 
 
Una comparació similar efectuada sobre els logaritmes del paràmetre cinètic kcat (figura 
6.27) fa encara més evident el canvi de pendent per als quatre substrats menys reactius. 
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Figura 6.27. Comparació dels logaritmes del paràmetre cinètic kcat del mutant W221A 
(esquerra) i W221F (dreta) enfront del logaritme del mateix paràmetre per a l’enzim salvatge de 
la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis. Les cinètiques s’han realitzat amb una família 
d’aril O-β-D-trisacàrids d’estructura bàsica G4G3G-X, a 30 ºC i pH 7.2. 
 
Així doncs, tant els resultats de les cinètiques en estat preestacionari del mutant W221A 
com l’aspecte de les correlacions entre l’enzim salvatge i els mutants ratifiquen la 
presència d’aquesta segona branca amb activitat enzimàtica (com a mínim a l’enzim 
salvatge) que es fa rellevant des del punt de vista cinètic per als substrats de pKa ≥ 7.5.  
 
 
6.5. Estudi mecanístic de la β-glucosidasa de Streptomyces sp. QM-
B814 
 
Donat que l’anàlisi de Hammett de la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis se 
surt del comportament més comunament observat en glicosidases, es va optar per 
realitzar en paral·lel l’anàlisi de Hammett d’una altra glicosidasa que hauria de tenir un 
comportament més ortodox. Veient el gran nombre de glicosidases de la família 1 que 
estan caracteritzades, i aprofitant la col·laboració amb l’Institut de Biologia Fonamental 
“Vicent Villar Palasí” de la Universitat Autònoma de Barcelona, en què s’estava 
realitzant la caracterització d’una β-glucosidasa de Streptomyces pertanyent a la família 
1, es va decidir realitzar una anàlisi de Hammett d’aquest enzim. A tal efecte s’ha 
realitzat l’expressió i purificació, a escala de mg, d’una β-glucosidasa de Streptomyces 
sp. QM-B814 recombinant, a la que se li ha afegit una cua d’histidines per tal de 
facilitar el procés de purificació (veure capítol d’expressió i purificació enzimàtica); i 
s’han sintetitzat els substrats necessaris per tal de realitzar l’estudi (capítol de síntesi de 
substrats).  
 
 
6.5.1. Caracterització cinètica de la β-glucosidasa de Streptomyces sp. QM-B814 
 
Abans de realitzar les anàlisis de Hammett amb la β-glucosidasa de Streptomyces sp. 
QM-B814 s’han realitzat un perfil de pH i un de temperatura de l’enzim salvatge per tal 
de determinar les seves condicions d’estabilitat i activitat màxima. En els dos estudis 
s’ha fet servir com a substrat el 4’-nitrofenil β-D-glucopiranòsid, i així com la 
temperatura triada per tal de realitzar el perfil de pH és de 40 ºC, el perfil de 
temperatura s’ha realitzat al pH al que s’ha obtingut el màxim d’activitat enzimàtica.  
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6.5.1.1. Perfil d’activitat enfront del pH  
 
S’ha realitzat un perfil de pH de l’activitat de la β-glucosidasa de Streptomyces en 
tampó fosfat 50 mM, I = 0.15 M i 40 ºC, fent servir com a substrat el G-4NP i mesurant 
en continu de l’absorbància del 4-nitrofenol alliberat al llarg del temps. Els paràmetres 
cinètics obtinguts a cada pH es recullen a la taula 6.12 i es representen a la figura 6.28.  

 
Taula 6.12. Paràmetres cinètics de la hidròlisi del 4’-nitrofenil β-D-glucopiranòsid per part de la 
β-glucosidasa de Streptomyces a diferents pH. Condicions experimentals: tampó fosfat 50 mM, 
I = 0.15 M, 40 ºC. 
 
 

pH 
 

kcat / s
-1 

 

KM / µM 
 

KI / mM 
 

(kcat/KM) /s-1·mM-1 
4.55 14 ± 2 210 ± 46 1.5 ± 0.6 67 ± 23 
5.0 10.7 ± 0.4 85 ± 8 2.8 ± 0.5 125 ± 17 
5.5 11.8 ± 0.8 88 ± 1 1.7 ± 0.4 133 ± 11 
6.0 17.7 ± 0.9 146 ± 13 0.87 ± 0.09 121 ± 17 
6.25 23 ± 2 174 ± 27 0.8 ± 0.1 129 ± 32 
6.5 23 ± 2 218 ± 34 0.6 ± 0.1 106 ± 27 
6.75 20 ± 1 147 ± 20 0.9 ± 0.2 134 ± 28 
7.0 15.0 ± 0.9 129 ± 16 1.4 ± 0.2 117 ± 22 
7.5 8.1 ± 0.1 149 ± 34 1.7 ± 0.6 55 ± 19 
8.05 5.6 ± 0.6 199 ± 36 2.4 ± 0.9 28 ± 8 

 
 

 
 
Figura 6.28. Perfils d’activitat enfront del pH de la β-glucosidasa de Streptomyces. Esquerra: 
perfil del paràmetre kcat enfront del pH, dreta: perfil del paràmetre kcat/KM enfront del pH. 
Condicions experimentals: tampó fosfat 50 mM, I = 0.15 M, 40 ºC. 
 
 
Si bé a pH àcids el comportament de la β-glucosidasa és una mica anòmal, els resultats 
obtinguts a pH ≥ 5.5 permeten realitzar un ajust prou acurat del perfil de pH de l’enzim 
tant en kcat com en kcat/KM. Els pKa cinètics obtinguts en els ajusts per a l’enzim lliure (a 
partir dels valors de kcat/KM) i per al complex enzim-substrat (a partir dels valors de kcat) 
es recullen a la taula 6.13.  
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Taula 6.13. Valors de pKa cinètics per a l’enzim lliure i per al complex enzim-substrat per a la 
β-glucosidasa de Streptomyces sp. QM-B814. 
 
 

 Enzim lliure Complex de Michaelis 
pKa1 ------ 5.79 
pKa2 7.52 7.03 

 
 
En el cas de l’enzim lliure només es pot ajustar el pKa cinètic atribuïble al residu que fa 
el paper d’àcid general, que és de 7.52, ja que a pH àcid no es disposa de suficients 
resultats com per definir una bona corba de Gauss. Per al complex enzim-substrat si que 
s’han pogut definir els pKa atribuïbles als dos residus catalítics, que són de 5.79 i de 
7.03, ara bé el pKa a pH àcids s’ha ajustat prescindint dels resultats a pH 4.5 i 5, de 
manera que es tracta només d’un resultat aproximat. Es comprova doncs, que a 40 ºC  la 
β-glucosidasa de Streptomyces presenta el seu màxim d’activitat a l’entorn de pH 6.5, i 
que d’acord amb la gran majoria de glicosidases, el pKa que s’atribueix al residu que 
actua com a àcid general disminueix en formar-se el complex enzim-substrat. 
 
 
6.5.1.2. Perfil d’activitat enfront de la temperatura 
 
El perfil d’activitat enfront de temperatura s’ha realitzat a pH 6.5, que és el pH en què 
s’ha observat el màxim en l’eficiència catalítica de la β-glucosidasa a 40 ºC, i a una 
única concentració de substrat de 588 µM, que correspon al màxim d’activitat a 40 ºC i 
pH 6.5. La reacció s’ha seguit en continu mesurant l’absorbància del 4-nitrofenol a 400 
nm, els resultats obtinguts es mostren a la taula 6.14. La representació del logaritme de 
v0/[E]0 enfront de l’invers de la temperatura es presenta en la figura 6.29.  
 
 
Taula 6.14. Velocitat de reacció de la β-glucosidasa de Streptomyces sp. QM-B814 a diferents 
temperatures. Es mostren també les ∆ε emprades per a la determinació de la velocitat 
d’alliberament de 4-nitrofenol en cada cas. Condicions de reacció: tampó 50 mM fosfat pH 6.5, 
I = 0.15 M, [G-4NP] = 588 µM, [wt] = 5.6 nM.  
 
 

 

Temperatura / ºC 
 

∆ε / M-1·cm-1 
 

(v0/[E]0) / s
-1 

30 4804 3.63 
40 5130 7.27 
45 5243 10.40 
50 5464 12.52 
55 5719 15.54 
60 6004 16.77 
70 6747 2.41 
80 7175 1.87 
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Figura 6.29. Representació del logaritme de v0/[E]0 enfront de l’invers de la temperatura de 
reacció per a la β-glucosidasa de Streptomyces sp. QM-B814 enfront d’una dissolució 588 µM 
de 4’-nitrofenil β-D-glucopiranòsid a pH 6.5. 
 
A partir dels resultats obtinguts s’observa que la temperatura òptima és de 57.5 ºC, ja 
que a 60 ºC la inactivació enzimàtica ja es fa palesa. Aquest fet s’observa tant en el 
gràfic de la figura 6.29, com en les cinètiques de reacció, en què a aquesta temperatura 
s’observa una pèrdua de linealitat de la velocitat inicial abans dels deu minuts de 
reacció, cosa que no succeeix a temperatures inferiors i és indicativa de la pèrdua 
d’activitat enzimàtica. 
 
Com el perfil de temperatura s’ha realitzat a la concentració de substrat en què 
l’activitat és màxima es pot aproximar el valor del paràmetre cinètic kcat al del quocient 
v0/[E]0. Per tant, a partir de l’ajust del ln v0/[E]0 enfront de 1/T per a temperatures 
inferiors a 55 ºC, es poden obtenir els valors de l’energia d’activació (Ea) i el valor del 
logaritme de la constant d’Arrhenius (A) fent servir l’equació d’Arrhenius linealitzada 
(equació 6.9): Ea = 11.5 ± 0.4 kcal·mol-1 i lnA = 21 ± 1.  
 
 

TR

E
Ak a

·
lnln −=       Equació 6.9. 

 
 
Aplicant les equacions 6.10 i 6.11 a partir dels valors d’aquests termes cinètics poden 
obtenir-se en els paràmetres termodinàmics d’activació ∆H‡ i ∆S‡ per a la reacció 
catalitzada per la β-glucosidasa: ∆H‡ = 10.9 kcal·mol-1 i ∆S‡ = -18.9 cal·mol-1·K-1. 
Aquests valors indiquen que tant els factors entàlpics com els entròpics contribueixen a 
l’increment de l’energia d’activació de Gibbs, amb domini de la contribució entàlpica a 
temperatura ambient. 
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6.5.2. Anàlisis de Hammett de la β-glucosidasa de Streptomyces sp. QM-B814 
 
Les condicions experimentals que s’han escollit per tal de realitzar l’anàlisi de Hammett 
són de tampó fosfat 50 mM a pH 6.5, que és el pH al que s’ha observat el màxim en 
l’eficiència catalítica de l’enzim, i a una temperatura de 30 ºC, en què l’enzim és estable 
i mostra una activitat acceptable, i d’altra banda, la hidròlisi espontània dels substrats 
encara no és significativa. Degut a la senzilla accessibilitat tant a l’enzim com als 
substrats, totes les cinètiques de l’enzim salvatge amb els diferents aril β-D-
glucopiranòsids s’han realitzat per duplicat. Els paràmetres cinètics obtinguts en els 
ajusts es presenten a la taula 6.15.  
 
Taula 6.15. Paràmetres cinètics obtinguts en l’ajust del model de Michaelis-Menten amb 
inhibició acompetitiva per substrat a les cinètiques de la β-glucosidasa de Streptomyces sp. QM-
B814 amb una família d’aril β-D-glucopiranòsids amb diferents aglicones, en tampó 50 mM 
fosfat, pH 6.5 a 30 ºC. 
 

Substrat pKa aglicona kcat / s
-1 KM / µM KI / mM 

(kcat/KM) / 
mM-1·s-1 

G-P 9.99 0.70 ± 0.06 2070 ± 280 11 ± 2 0.34 ± 0.07 
G-P 9.99 0.6 ± 0.1 2610 ± 750 21 ± 13 0.2 ± 0.1 
G-4BrP 9.34 3.3 ± 0.1 461 ± 30 29 ± 11 7.2 ± 0.7 
G-4BrP 9.34 3.3 ± 0.1 472 ± 33 27 ± 10 7.1 ± 0.7 
G-3NP 8.39 15 ± 2 234 ± 52 1.2 ± 0.4 64 ± 22 
G-3NP 8.39 16 ± 2 251 ± 51 1.1 ± 0.3 64 ± 21 
G-MU 7.53 13.4 ± 0.4 61 ± 4 4.1 ± 0.7 220 ± 21 
G-MU 7.53 10.1 ± 0.3 54 ± 5 5 ± 1 187 ± 23 
G-2NP 7.22 8 ± 1 20 ± 4 0.18 ± 0.05 497 ± 136 
G-2NP 7.22 8 ± 3 25 ± 17 0.2 ± 0.1 300 ± 300 
G-4NP 7.18 9.4 ± 0.5 116 ± 11 1.0 ± 0.1 81 ± 12 
G-4NP 7.18 6.9 ± 0.3 91 ± 8 1.3 ± 0.1 76 ± 11 
G-3,5DNP 6.69 23.0 ± 0.6 63 ± 4 10 ± 3 363 ± 34 
G-3,5DNP 6.69 18.0 ± 0.8 45 ± 6 12 ± 5 399 ± 70 
G-3,4DNP 5.36 21 ± 1 77 ± 10 2.2 ± 0.6 277 ± 53 
G-3,4DNP 5.36 15.1 ± 0.4 50 ± 4 4.2 ± 0.7 302 ± 32 
G-2,3DNP 4.96 12.7 ± 0.8 18 ± 2 2 ± 2 707 ± 134 
G-2,3DNP 4.96 10.6 ± 0.7 12 ± 2 2 ± 1 862 ± 200 
G-2,4DNP 3.96 28 ± 1 9.8 ± 0.8 0.18 ± 0.02 2828 ± 358 
G-2,4DNP 3.96 33 ± 1 6.1 ± 0.5 0.33 ± 0.05 5435 ± 593 
 
 
El model que millor s’ajusta als resultats obtinguts és el de Michaelis-Menten amb 
inhibició acompetitiva per substrat, excepte en el cas del 2’-nitrofenil β-D-gluco-
piranòsid, en què l’ajust d’aquesta equació és clarament molt pobre, fent-se evident que 
la cinètica de reacció descriu un comportament en què s’observen dues activitats 
enzimàtiques (figura 6.30).  
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Figura 6.30. Cinètica d’hidròlisi del 2’-nitrofenil β-D-glucopiranòsid per acció de la β-
glucosidasa de Streptomyces sp. QM-B814 en tampó 50 mM fosfat, pH 6.5, 30 ºC. En el gràfic 
es representa la v0/[E]0 enfront de la concentració de substrat. En una línia contínua es mostra 
l’ajust de l’equació de Michaelis-Menten amb inhibició acompetitiva per substrat. 
 
 
De fet, aquest comportament tampoc és tan estrany, ja que s’ha descrit que la β-
glucosidasa de Streptomyces sp. QM-B814 presenta activitat transglicosidasa [488, 
489]. Quan se segueix una cinètica de reacció mesurant l’alliberament de l’aglicona, 
l’activitat transglicosidasa pot passar inadvertida o fer-se clarament palesa de dues 
maneres, o bé amb un augment de la velocitat d’hidròlisi a elevades concentracions de 
substrat més enllà de la velocitat de saturació, que es dóna quan la velocitat de 
transglicosidació és superior a la velocitat de desglicosidació, o bé com una inhibició 
que no arriba a abolir totalment l’activitat enzimàtica, quan la velocitat de 
transglicosidació és inferior a la velocitat de desglicosidació (equacions 6.13 i 6.14 de la 
figura 6.31). A la figura 6.32 es mostren dos ajusts diferents per als resultats obtinguts 
en la hidròlisi del 2’-nitrofenil β-D-glucopiranòsid. La línia puntejada correspon a l’ajust 
del model de Michaelis-Menten amb inhibició acompetitiva per substrat, mentre que la 
línia contínua correspon a l’ajust d’un model en què la glicosidasa que actua amb 
retenció de configuració presenta activitat hidrolítica i activitat de transglicosidació 
(figura 6.31). Tot i que l’ajust del model que inclou transglicosidació és molt més 
reeixit que no el d’inhibició acompetitiva, els paràmetres cinètics obtinguts continuen 
tenint uns errors d’ajust molt elevats, i donat que els paràmetres kcat,1 i KM són del 
mateix ordre de magnitud que els obtinguts amb el model amb inhibició acompetitiva, a 
la taula es recullen els valors obtinguts amb l’ajust d’inhibició acompetitiva per tal 
d’homogeneïtzar criteris.  
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On considerant que l’etapa de formació del complex ternari està en equilibri : 
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Figura 6.31. Mecanisme d’acció d’una glicosidasa que actua amb retenció de configuració i que 
presenta tant activitat hidrolítica com activitat de transglicosidació, i equació de velocitat 
associada. A les equacions 6.13-6.16 es mostra la definició dels diferents paràmetres cinètics. 
Un tret característic de les anàlisis de Hammett en què la desglicosidació és determinant de la 
velocitat de reacció és la disminució del valor de la KM en augmentar la reactivitat del substrat. 
L’explicació d’aquest fet rau en la pròpia definició de la constant KM (equació 6.15), que només 
s’identifica amb la constant de dissociació del complex enzim-substrat si la velocitat de l’etapa 
de glicosidació (k2) és molt inferior a la velocitat de l’etapa de desglicosidació (k3) i, per tant, 
limitant de la velocitat de reacció. En aquests casos els valors de la KM dels diferents substrats 
solen ser del mateix ordre de magnitud i els canvis generalment reflecteixen els efectes estèrics 
en la unió del substrat. Quan la desglicosidació és l’etapa determinant de la velocitat de reacció 
el valor de la KM s’allunya del valor de la constant de dissociació real del complex enzim-
substrat, i disminueix en augmentar la reactivitat del substrat. 
           
    

 
Paràmetres cinètics de l’ajust de 
l’equació 6.12 als resultats obtinguts amb 
el G-2NP: 
 
              kcat,1 = 12 ± 4 s-1 

  kcat,2 = 0.03 ± 0.02 s-1 
              KM = 37 ± 17 µM 
              KI = 0.02 ± 0.01 µM 
 
 
 
 

 
Figura 6.32. Cinètica d’hidròlisi del 2’-nitrofenil β-D-glucopiranòsid per acció de la β-
glucosidasa de Streptomyces sp. QM-B814 en tampó 50 mM fosfat, pH 6.5, 30 ºC. En el gràfic 
es representa la v0/[E]0 enfront de la concentració de substrat. En una línia contínua es mostra 
l’ajust de l’equació corresponent al model amb dues branques que comporta les activitats 
d’hidròlisi i transglicosidació, i en línia puntejada l’ajust de l’equació de Michaelis-Menten amb 
inhibició acompetitiva per substrat. 
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Figura 6.33. Anàlisis de Hammett en kcat i en kcat/KM de la β-glucosidasa de Streptomyces sp. 
QM-B814 amb una família d’aril β-D-glucopiranòsids en tampó 50 mM fosfat, pH 6.5, 30 ºC. 
En els gràfics es representa el logaritme de kcat (esquerra) i de kcat/KM (dreta) respecte del pKa de 
l’aglicona.  
 
A partir dels paràmetres cinètics s’obtenen els gràfics de Hammett en kcat i en kcat/KM de 
la β-glucosidasa de Streptomyces sp. QM-B814 (figura 6.33). El gràfic en kcat és 
clarament bifàsic, de manera que per als substrats que tenen aglicones de pKa superior a 
8 el pendent és de -0.85, mentre que per a la resta de substrats el pendent és de –0.07. 
Aquest canvi de pendent és indicatiu d’un canvi en l’etapa determinant de la velocitat de 
reacció, així per als substrats que tenen aglicones de pKa inferior a 8, la desglicosidació 
és l’etapa determinant de la velocitat de reacció, mentre que per a la resta podria ser-ho 
la glicosidació, i en aquest cas s’observaria un elevat grau de desenvolupament de 
càrrega a l’estat de transició. En el gràfic es comprova que la velocitat d’hidròlisi del 
substrat més activat, el 2’,4’-dinitrofenil β-D-glucopiranòsid, és clarament superior a la 
resta de substrats per als que la desglicosidació és l’etapa determinant de la velocitat de 
reacció. De fet, si no s’inclou en l’ajust el resultat corresponent a aquest substrat, el 
pendent del gràfic de Hammett en kcat per als substrats més activats passa a ser de –0.02, 
és a dir pràcticament nul, que és més coherent amb el que seria d’esperar si la 
desglicosidació és l’etapa determinant de la velocitat de reacció.  
 
Pel que fa a aquest plus d’activitat observat en el cas del 2’,4’-dinitrofenil β-D-
glucopiranòsid, després de descartar que aquest augment de velocitat sigui degut a la 
hidròlisi espontània del substrat, es planteja la possibilitat que amb aquest substrat 
s’observi hidròlisi de superfície (hidròlisi espontània catalitzada per la superfície 
enzimàtica). Per tal d’estudiar aquesta opció s’han realitzat cinètiques a les mateixes 
condicions experimentals utilitzades en les anàlisis de Hammett però en aquest cas s’ha 
substituït l’enzim salvatge de la β-glucosidasa, per un mutant inactiu, el E383A, que és 
un mutant en el residu que actua com a nucleòfil. S’ha comprovat que fent servir la 
mateixa concentració d’enzim emprada per realitzar l’anàlisi de Hammett, la velocitat 
d’hidròlisi del substrat és del mateix ordre de magnitud que la seva hidròlisi espontània. 
Aquest resultat descarta la catàlisi superficial per part de l’enzim com a responsable de 
l’augment de velocitat observat amb aquest substrat. Una altra possibilitat que no es pot 
descartar és la contribució que pot aportar la velocitat de transglicosidació a la velocitat 
total d’alliberament de 2,4-dinitrofenol, que en definitiva és el que es mesura. S’ha de 
tenir present, que per a un enzim que transglicosida, aquesta segona activitat està 
sempre present en competència amb la desglicosidació. Això no vol dir que l’etapa de 
transglicosidació hagi de tenir la mateixa velocitat amb tots els substrats sintètics, ni el 
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mateix pes en la velocitat final que es mesura per a l’enzim. Parant atenció al 
mecanisme de la figura 6.31, s’observa que la transglicosidació comporta, d’una banda, 
la unió d’una segona molècula de substrat al centre actiu, i de l’altra, una etapa 
catalítica. I l’efecte que tingui l’estructura del substrat sobre aquests dos paràmetres no 
té per què ser el mateix, ni anar en la mateixa direcció. El que sí que guarda més relació 
és el pes que té l’etapa de transglicosidació amb l’activitat catalítica de l’enzim. Així 
doncs, com més ràpida és la velocitat de glicosidació enfront de la de desglicosidació, 
més intermedi de reacció s’acumula, i com l’intermedi és el producte de partida de la 
reacció de transglicosidació, més afavorida es veu aquesta. A la taula 6.15 es pot 
observar com hi ha una certa tendència a una disminució de la KI com millor és el 
substrat (pKa de l’aglicona més àcid), tot i així no és un efecte uniforme, indicant que 
quelcom diferent de l’estructura electrònica del substrat, possiblement factors estèrics, 
també afecten l’activitat transglicosidasa. No es pot descartar, per tant, que en el cas del 
2’,4’-dinitrofenil β-D-glucopiranòsid, que és el substrat per al que la velocitat de 
glicosidació és major, la contribució en catàlisi deguda a l’etapa de transglicosidació 
sigui prou important com per a marcar una diferència respecte de la resta de substrats en 
la velocitat d’alliberament de l’aglicona. 
 
En el gràfic de Hammett en kcat/KM la dispersió dels resultats no permet una distinció 
clara entre un ajust lineal o bifàsic (figura 6.33), ja que tant ajustant una única recta als 
resultats, com amb un ajust bifàsic deixant de banda els dos substrats amb aglicones de 
major pKa, la correlació és de l’ordre de 0.75-0.80. En el gràfic de la figura 6.33 es 
mostren les dues possibilitats. Ajustant una única recta, el pendent del gràfic és de         
–0.55, i es fa força evident que el punt corresponent al fenil β-D-glucopiranòsid queda 
molt per sota del valor esperat, possiblement degut a un efecte estèric en la unió o al fet 
que en no poder generar cap interacció per pont d’hidrogen en el subseti +1 l’orientació 
del substrat respecte dels residus catalítics sigui diferent a la de la resta de substrats. En 
un ajust bifàsic, el pendent per als substrats més activats és de –0.33, mentre que els 
valors del logaritme de kcat/KM per als tres substrats menys reactius defineix una recta de 
pendent –1.46 respecte dels pKa de les seves aglicones. Degut a l’elevat valor del 
pendent per a aquests darrers substrats, que no és compatible amb la hidròlisi de β-
glucòsids, pren força l’ajust lineal. El pendent de –0.55 (o de –0.41 si no es té en 
compte el valor de kcat/KM per al fenil β-D-glucopiranòsid) indica una etapa de 
glicosidació amb un desenvolupament de càrrega discret a l’estat de transició. Aquest 
resultat no concorda amb l’obtingut en l’anàlisi de Hammett en kcat, on el pendent per 
als substrats menys reactius és de –0.85, cosa que fa pensar que per a aquests substrats 
la glicosidació no sigui l’etapa determinant de la velocitat de reacció, sinó que una altra 
etapa diferent de les dues etapes catalítiques pròpiament dites sigui la que determini el 
valor de kcat. Per a aquests dos substrats, el G-4BrP i el G-P, que no poden establir ponts 
d’hidrogen amb cap residu del subseti +1, i que per contra podrien fixar millor 
l’aglicona a través d’interaccions de van der Waals, es podria proposar que l’etapa 
d’alliberament d’aglicona  passi a ser determinant de la velocitat de reacció. 
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6.5.3. Anàlisis de Hammett del mutant C181A de la β-glucosidasa de Streptomyces 
sp. QM-B814 
 
La cisteïna 181 és un residu neutre situat a l’entrada del centre actiu de la β-glucosidasa 
de Streptomyces sp. QM-B814 que, d’una forma similar al triptòfan 221 de la 1,3-1,4-β-
glucanasa de Bacillus licheniformis, estableix interaccions de van der Waals amb 
l’aglicona. Prèviament al present treball s’havia observat que en eliminar aquest residu 
en el mutant C181A disminueix en gran mesura la inhibició per substrat que s’observa 
en les cinètiques de l’enzim salvatge amb el 4’-nitrofenil β-D-glucopiranòsid (figura 
6.34). És a dir, que tant la cisteïna 181 en la β-glucosidasa com el triptòfan 221 en la β-
glucanasa juguen papers importants en la unió de substrats, que es tradueixen en canvis 
significatius ja sigui en el paràmetre KM o en la constant d’inhibició KI. S’ha realitzat 
una anàlisi de Hammett del mutant C181A de la β-glucosidasa de Streptomyces sp. QM-
B814, substituint la cisteïna per una alanina per tal de determinar si, en aquest cas, la 
mutació del residu neutre que interacciona amb el substrat en el subseti +1 introdueix 
algun canvi significatiu a nivell mecanístic.  
 

 
 
Figura 6.34. Cinètiques d’hidròlisi del 4’-nitrofenil β-D-glucopiranòsid per acció de l’enzim 
salvatge (esquerra) i el mutant C181A (dreta) de la β-glucosidasa de Streptomyces sp. QM-B814 
en tampó 50 mM fosfat, pH 6.5, 30 ºC. En el gràfic es representa la v0/[E]0 enfront de la 
concentració de substrat.  
 
 
Per tal de realitzar l’anàlisi de Hammett s’ha hagut d’expressar i purificar el mutant 
C181A de la β-glucosidasa de Streptomyces sp. QM-B814 a nivell de mg, tal i com 
s’explica al capítol d’expressió i purificació enzimàtica. Les cinètiques s’han realitzat a 
les mateixes condicions emprades per a l’enzim salvatge, tampó 50 mM fosfat, pH 6.5 a 
30 ºC, per tal de poder comparar posteriorment els resultats. Així com en el cas de la β-
glucosidasa salvatge ha estat necessari ajustar l’equació de Michaelis-Menten amb 
inhibició acompetitiva per a tots els substrats, en el cas del mutant C181A aquest ajust 
només ha estat necessari en el cas dels substrats 2’-nitrofenil- i 4’-nitrofenil β-D-
glucopiranòsids, ja que per a la resta de substrats no s’observa inhibició. Els paràmetres 
cinètics ajustats a les diferents cinètiques es mostren a la taula 6.16. 
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Taula 6.16. Paràmetres cinètics obtinguts en l’ajust del model de Michaelis-Menten a les 
cinètiques del mutant C181A de la β-glucosidasa de Streptomyces sp. QM-B814 amb una 
família d’aril β-D-glucopiranòsids amb diferents aglicones, en tampó 50 mM fosfat, pH 6.5 a 30 
ºC. Només en el cas dels substrats G-2NP i G-4NP ha estat necessari realitzar l’ajust de 
l’equació de Michaelis-Menten tenint en compte la inhibició acompetitiva per substrat. 
 

Substrat pKa aglicona kcat / s
-1 KM / µM KI / mM 

(kcat/KM) / 
mM-1·s-1 

G-P 9.99 1.30 ± 0.07 2705 ± 360 ---- 0.48 ± 0.09 
G-4BrP 9.34 10.3 ± 0.1 411 ± 12 ---- 25 ± 1 
G-3NP 8.39 14.9 ± 0.3 131 ± 10 ---- 114 ± 11 
G-MU 7.53 10.49 ± 0.08 95 ± 3 ---- 110 ± 4 
G-2NP 7.22 14.0 ± 0.5 25 ± 2 1.1 ± 0.2 560 ± 65 
G-4NP 7.18 10.1 ± 0.2 126 ± 7 10 ± 2 80 ± 6 
G-3,5DNP 6.69 18.9 ± 0.2 59 ± 3 ---- 320 ± 20 
G-3,4DNP 5.36 15.2 ± 0.1 34 ± 1 ---- 447 ± 16 
G-2,3DNP 4.96 26.8 ± 0.5 12 ± 1 ---- 2233 ± 228 
G-2,4DNP 3.96 47.9 ± 0.7 9.0 ± 0.6 ---- 5322 ± 433 
 
 
A la figura 6.35 es presenten els gràfics de Hammett en kcat i kcat/KM obtinguts a partir 
dels paràmetres cinètics ajustats en el cas del mutant C181A de la β-glucosidasa de 
Streptomyces sp. QM-B814. Malgrat que a simple vista sembli que en els dos gràfics 
s’està reflectint la mateixa etapa, la interpretació d’aquests gràfics és diferent. El gràfic 
de Hammett en kcat/KM, amb un pendent de –0.53 si s’ajusten tots els punts, i de –0.40 si 
no es té en compte el punt corresponent al fenil β-D-glucopiranòsid, indiquen que no hi 
ha gaire desenvolupament de càrrega a l’etapa de glicosidació. De forma similar al que 
s’ha observat amb l’enzim salvatge, el punt corresponent al pKa del fenol cau molt per 
sota de la recta, segurament com a conseqüència d’alguna diferència en l’etapa d’unió. 
D’altra banda, en el gràfic de Hammett en kcat, que no mostra els efectes que es puguin 
donar en l’etapa de formació del complex de Michaelis, el fet que el punt corresponent 
al fenil β-D-glucopiranòsid se situï molt per sota de l’ajust lineal efectuat amb la resta de 
substrats, s’interpreta com que per a aquest substrat bé la glicosidació, bé l’alliberament 
de l’aglicona, és l’etapa determinant de la velocitat de reacció, mentre que probablement 
per a la resta de substrats la kcat reflecteix bàsicament l’etapa de desglicosidació. Una 
altra vegada, de forma similar al que s’observa amb l’enzim salvatge, la kcat 
corresponent al substrat més activat, el 2’,4’-dinitrofenil β-D-glucopiranòsid se situa per 
sobre de l’ajust lineal, i s’observa una tendència a un augment de kcat en augmentar la 
reactivitat del substrat que rendeix un pendent de –0.11 (obviant el punt corresponent al 
fenil β-D-glucopiranòsid). L’explicació dels resultats és la mateixa que s’ha donat en el 
cas de l’enzim salvatge, i aquesta aportació addicional en velocitat que fa que, per a 
aquells substrats en què la desglicosidació és l’etapa determinant de la velocitat de 
reacció, el pendent del gràfic de Hammett en kcat no sigui nul, és la contribució de 
l’etapa de transglicosidació. 
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Figura 6.35. Anàlisis de Hammett en kcat i en kcat/KM del mutant C181A de la β-glucosidasa de 
Streptomyces sp. QM-B814 amb una família d’aril β-D-glucopiranòsids en tampó 50 mM fosfat, 
pH 6.5, 30 ºC. En els gràfics es representa el logaritme de kcat (esquerra) i de kcat/KM (dreta) 
respecte del pKa de l’aglicona.  
 
 
A molts efectes, sembla que l’eliminació de la cisteïna 181 no produeix canvis 
significatius en el mecanisme d’acció de la β-glucosidasa. Sent molt generosos es pot 
aventurar un canvi en el punt d’inflexió en el gràfic de Hammett en kcat, però la 
dispersió dels resultats obtinguts amb el mutant tampoc permet assegurar-ho amb 
claredat. Pel que fa a l’efecte de la mutació sobre l’etapa de glicosidació en el gràfic 
comparatiu del logaritme de kcat/KM dels dos enzims s’observa un ajust lineal dels 
resultats dels dos enzims amb un pendent  de 0.97 i una correlació de 0.95 (figura 6.36). 
Això indica l’elevada similitud de l’estructura de l’estat de transició en el cas dels dos 
enzims, i també, que sigui quin sigui el motiu que fa que el resultat de log (kcat/KM) per 
al fenil β-D-glucopiranòsid s’aparti de la linealitat en els gràfics de Hammett en kcat/KM, 
és el mateix per als dos enzims.   
 

 
 
Figura 6.36. Relació entre el logaritme del paràmetre kcat/KM del mutant C181A i l’enzim 
salvatge de la β-glucosidasa de Streptomyces sp. QM-B814 enfront d’una família d’aril β-D-
glucopiranòsids. Condicions de reacció: tampó 50 mM fosfat, pH 6.5, 30 ºC. 

 
 
 



Anàlisis de Hammett 

 230 

6.6. Conclusions 
 
 
6.6.1. 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis 
 
 
� Les anàlisis de Hammett de l’enzim salvatge de la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus 
licheniformis s’expliquen en base al següent mecanisme ramificat amb dues espècies 
enzimàtiques actives, en què la segona branca pren rellevància a nivell cinètic per als 
substrats de pKa ≥ 7.5: 
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� A partir dels pendents de l’anàlisi de Hammett en kcat/KM es proposa que el grau de 
desenvolupament de càrrega en l’estat de transició per a l’etapa de glicosidació de la 
primera branca és molt important, amb una protonació pràcticament nul·la (pendent de  
-1), mentre que per a l’etapa de glicosidació de la segona branca és bastant més moderat 
(pendent de –0.44).  
 
� El gràfic de Hammett en kcat de l’enzim salvatge indica que mentre que per a la 
primera branca l’etapa determinant de la velocitat de reacció és l’etapa de glicosidació, 
per a la segona branca ho és la de desglicosidació. 
 
� Les anàlisis de Hammett de l’enzim salvatge a diferents pH indiquen un canvi de 
mecanisme a pH àcids (possiblement a pH < 6), que es pot concretar en base a un canvi 
d’etapa determinant de la velocitat de reacció, o bé en un canvi en la importància 
relativa de les dues branques actives. 
 
� La mutació W221A comporta una disminució del pKa assignat al residu que actua 
com a àcid general de 0.65 unitats de pKa per a l’enzim lliure i de 0.15 unitats de pKa en 
el complex enzim-substrat, confirmant el paper del triptòfan 221 en la modulació del 
pKa del residu que actua com a àcid general. 
 
� Les anàlisis de Hammett dels mutants W221A i W221F són molt similars i mostren 
el comportament estàndard per a una glicosidasa que actua amb retenció de 
configuració. Els pendents de –0.73 per al gràfic de Hammett en kcat/KM indiquen un 
elevat grau de desenvolupament de càrrega en l’estat de transició de l’etapa de 
glicosidació. La disminució del valor del pendent en els gràfics de Hammett en kcat 
(pendent ≈ -0.5) respecte del pendent en les anàlisis en kcat/KM s’interpreta en base a una 
etapa de desglicosidació parcialment determinant de la velocitat de reacció.  
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� Els resultats de les cinètiques en estat preestacionari per al mutant W221A amb els 
substrats G4G3G-MU (18), G4G3G-3,4DNP (21) i G4G3G-2,4DNP (28) indiquen que 
aquest mutant presenta un mecanisme ramificat igual que l’enzim salvatge.  
 
� La interpretació de les anàlisis de Hammett del W221A en base al mecanisme 
ramificat proposat també per a l’enzim salvatge permeten plantejar dues hipòtesis: o bé 
la segona branca d’aquest mecanisme no presenta una activitat enzimàtica significativa, 
o bé l’estructura de l’estat de transició de l’etapa de glicosidació és la mateixa per a les 
dues branques.  
 
 
6.6.2. β-glucosidasa de Streptomyces sp. QM-B814 
 
� La β-glucosidasa de Streptomyces sp. QM-B814 presenta el seu màxim d’activitat en 
la hidròlisi del substrat 4’-nitrofenil β-D-glucopiranòsid  al voltant pH 6.5 i 57.5 ºC. Els 
pKa cinètics de l’enzim en la hidròlisi del mateix substrat són de 5.79 i 7.03 per al 
complex de Michaelis i de 7.52 per a l’enzim lliure. La reacció transcorre amb una Ea = 
11.5 ± 0.4 kcal·mol-1, i amb ∆H‡ = 10.9 kcal·mol-1 i ∆S‡ = -18.9 cal·mol-1·K-1, indicant 
que tant el factor entàlpic com entròpic contribueixen a l’augment de l’energia lliure de 
Gibbs d’activació.  
 
� L’anàlisi de Hammett en kcat/KM de la β-glucosidasa salvatge amb un pendent de       
–0.41 indica que el desenvolupament de càrrega a l’estat de transició de l’etapa de 
glicosidació només és moderat. L’anàlisi de Hammett en kcat indica que per als substrats 
que tenen aglicones amb pKa inferior a 8 la desglicosidació és l’etapa determinant de la 
velocitat de reacció.  
 
� L’anàlisi de Hammett en kcat/KM del mutant C181A de la β-glucosidasa de 
Streptomyces sp. QM-B814 amb un pendent de –0.40 indica un desenvolupament de 
càrrega moderat en l’estat de transició de l’etapa de glicosidació. A partir de l’anàlisi de 
Hammett en kcat del mutant es proposa que per a tots els substrats tret del fenil β-D-
glucopiranòsid la desglicosidació és l’etapa determinant de la velocitat de reacció.  
 
� La mutació C181A no introdueix cap modificació significativa en l’estructura de 
l’estat de transició de l’etapa de glicosidació. 
 
� L’augment de velocitat de reacció del substrat 2’,4’-dinitrofenil β-D-glucopiranòsid 
respecte de la resta de substrats amb tots dos enzims possiblement indica que per a 
aquest substrat la velocitat de l’etapa de transglicosidació és del mateix ordre de 
magnitud que el de l’etapa de desglicosidació.  
 
� El fet que per al substrat fenil β-D-glucopiranòsid tant la kcat com la kcat/KM siguin 
inferiors a l’esperat amb tots dos enzims pot indicar que per a aquest substrat l’etapa de 
formació del complex de Michaelis i la d’alliberament d’aglicona són més lentes que no 
pas les etapes catalítiques.  
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Capítol 7. Interpretacions de les cinètiques amb la 1,3-
1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7.1. Mecanisme catalític proposat per a la 1,3-1,4-β-glucanasa de 
Bacillus licheniformis 
 
El mecanisme proposat per a la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis aglutina 
els resultats obtinguts en els diferents experiments per tal d’obtenir una visió global del 
seu mecanisme catalític. Així, la fase de retardament observada en les cinètiques en 
estat preestacionari tant amb el mutant E134A com amb l’enzim salvatge indiquen la 
presència d’un equilibri entre dues formes enzimàtiques, una d’elles inactiva, que es 
desplaça com a resposta a la unió de substrat. D’altra banda, el fet que en els 
experiments en estat preestacionari de l’enzim salvatge amb el G4G3G-2,4DNP 
s’obtinguin magnituds per a la fase d’acumulació superiors a la concentració d’enzim 
evidencia que el mecanisme catalític ha de ser ramificat. I donat que les kobs obtingudes 
amb els diferents substrats no guarden relació amb la seva reactivitat no és possible que 
l’etapa causant de l’acumulació de producte sigui una etapa catalítica. La comparació 
dels paràmetres cinètics obtinguts a partir de les velocitats inicials prèvies a la fase 
d’acumulació (vi) i dels obtinguts un cop assolit l’estat estacionari final (vss) descarten 
qualsevol tipus de mecanisme basat en una inhibició competitiva o acompetitiva per 
substrat i apunten a un canvi conformacional de l’enzim posterior a la unió de substrat i 
a la formació del complex enzim-substrat productiu que, per als substrats assajats, 
comporta una disminució de l’activitat catalítica de l’enzim. S’observa també que la 
segona branca té més pes (K8 i K7 més grans) com menys reactiu és el substrat. 
Finalment, el fet que les anàlisis de Hammett en kcat de l’enzim salvatge mostrin un 
comportament bifàsic en què els substrats menys reactius mostren un augment 
d’activitat respecte del que seria esperable en un mecanisme amb una única espècie 
activa, condueix al plantejament que tant l’espècie SES* com SES**  siguin actives, de 
manera que per als substrats menys reactius la velocitat de reacció reflecteixi 
bàsicament la catàlisi a través d’aquesta segona branca activa. A més, la manca de 
semblança entre les anàlisis de Hammett en kcat i en kcat/KM porta implícita que l’etapa 
determinant de la velocitat de reacció per a la segona branca sigui posterior a l’etapa de 
glicosidació. De fet, les anàlisis de Hammett no són els únics resultats en què s’ha 
observat una segona espècie enzimàtica activa, i així per exemple en algunes cinètiques 
dels mutants en la Tyr152 o en cinètiques de l’enzim salvatge amb el β-glucà d’ordi el 
model que millor s’ajusta als resultats obtinguts implica una segona espècie activa. 
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A la figura 7.1 es presenta el mecanisme proposat per a la 1,3-1,4-β-glucanasa de 
Bacillus licheniformis que tot i ser complex permet explicar tant els resultats que 
s’ajusten a una cinètica de Michaelis clàssica, com els d’inhibició o activació obtinguts 
en funció de les condicions de reacció emprades, així com en funció del substrat o 
mutant que s’ha utilitzat.  
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Figura 7.1. Mecanisme deduït a partir dels resultats de les cinètiques en estat preestacionari i 
les anàlisis de Hammett de la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis. 
 
Aquest model inclou la presència de tres formes enzimàtiques diferents, de les quals, 
només dues presenten una activitat catalítica significativa. En un inici, l’enzim en la 
seva forma lliure coexisteix en dues conformacions, de les quals només una és capaç 
d’unir el substrat de forma productiva. Perquè es doni aquesta unió productiva s’ha de 
produir primer una unió en un seti regulador de l’enzim que se satura molt fàcilment, en 
un mecanisme d’activació al·lostèrica, que s’ha fet especialment palès en les cinètiques 
d’hidratació de glicals. A continuació, la unió productiva del substrat al centre actiu de 
la β-glucanasa indueix un canvi conformacional que comporta un canvi d’activitat 
enzimàtica. Aquest canvi conformacional no afecta tota la població d’enzim, de manera 
que s’assoleix un estat estacionari en el que coexisteixen dues formes actives d’enzim 
en diferent proporció en funció de la reactivitat del substrat i de les condicions de 
reacció. La inhibició acompetitiva per substrat observada pot anar lligada a una 
d’aquestes dues conformacions per unió d’una segona molècula de substrat al centre 
actiu amb la conseqüent formació d’un complex abortiu. 
 
 
Idoneïtat del mecanisme per tal d’explicar la hidratació de glicals 
 
Tot i que aquest mecanisme pugui semblar un model molt allunyat del mecanisme que 
es proposa per a la hidratació de glicals per part de la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus 
licheniformis, en el fons recull els dos aspectes principals del mecanisme, activació 
al·lostèrica i inhibició acompetitiva pel propi substrat. De fet, l’ajust d’aquest 
mecanisme a les dades obtingudes en la hidratació enzimàtica del glical G4G3G’, que es 
mostra a la figura 7.2 en forma de línia puntejada, és tan bo o millor (en termes de r2) 
que el del model senzill, ara bé l'enorme complexitat del mecanisme fa impossible 
l’obtenció d’un valor fiable dels paràmetres cinètics en base als resultats obtinguts.  
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El terme d’activació al·lostèrica en aquest treball s’ha fet especialment significatiu en 
les cinètiques d’hidratació del glical 56, tot i que també s’ha observat en la hidròlisi del 
β-glucà i s’havia vist amb anterioritat en les cinètiques d’hidròlisi del G3G-MU, que és 
un substrat molt pobre de la 1,3-1,4-β-glucanasa, per part de l’enzim de Bacillus 
macerans [212]. A més és un fenomen que es fa necessari per tal d’explicar el 
comportament en estat preestacionari observat en el present treball. El fet que no 
s’observi en les cinètiques d’hidròlisi d’altres substrats en estat estacionari, no indica 
necessàriament que no es doni en aquests casos, sinó que la constant de dissociació 
d’aquesta primera etapa d’unió és molt baixa, de manera que el seti regulador es troba 
saturat a molt baixes concentracions de substrat. 
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Figura 7.2. Cinètiques d’hidratació del glical G4G3G’ amb la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus 
licheniformis. A les gràfiques es representa la v0/[wt] 0 enfront de la concentració de glical. 
Condicions de reacció: tampó 5.5 mM fosfat, 5.5 mM citrat, 0.1 mM CaCl2, a 30 ºC, [wt] = 1.86 
µM a pH 4.03 i pH 8.62, [wt] = 0.69 µM a pH 5.51, pH 5.98, pH 7.50 i pH 8.02, [wt] = 0.61 µM 
a pH 4.99, [wt] = 0.35 µM a pH 6.98 i  [wt] = 0.16 µM a pH 6.50. En els gràfics es mostren els 
ajusts a les dades obtingudes del model de la figura 3.12 en línia contínua, i al model de la 
figura 7.1 en línia puntejada. 
 
 
Dues activitats enzimàtiques diferents 
 
Entrant en el mecanisme, pot sobtar que el canvi conformacional induït per la formació 
del complex enzim-substrat productiu comporti una disminució de l’activitat 
enzimàtica, sobretot donat que els enzims han evolucionat per tal d’efectuar la catàlisi 
amb la màxima eficiència. En aquest sentit es fa necessari recordar vàries coses: d’una 
banda, que les cinètiques en estat preestacionari en què s’ha observat aquesta 
disminució d’activitat només s’han realitzat sobre tres substrats de l’enzim, i que potser 
no és una mostra representativa del comportament general (sense anar més lluny 
l’anàlisi de Hammett en kcat de la β-glucanasa salvatge implica que per als substrats 
menys activats es dóna un augment de l’activitat enzimàtica, i no una disminució); 
segonament, és possible que pel fet que els substrats assajats siguin oligosacàrids 
sintètics molt més petits que els substrats naturals de l’enzim i estiguin més activats per 
a la hidròlisi, es posi de rellevància (o pel contrari quedi emmascarada) alguna part del 
mecanisme enzimàtic que no és cinèticament significativa quan aquest enzim actua 
sobre els seus substrats naturals; finalment, cas que aquesta disminució d’activitat 
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també es doni en actuar sobre el seu substrat natural, és fàcil que l’efecte es vegi 
compensat o sigui necessari, pels beneficis que pugui comportar el canvi de 
conformació in vivo, ja sigui en forma d’una millora en la unió del substrat polisacarídic 
ja sigui com un mecanisme de regulació.  
 
De fet, aquest no és l’únic cas en què s’observa una fase d’acumulació del producte en 
estat preestacionari per a una glicosidasa, que no va lligat a una etapa de desglicosidació 
més lenta que no l’etapa de glicosidació. La β-glucosidasa de la paret cel·lular dels 
grans de soja presenta unes cinètiques d’estat preestacionari similars a les observades en 
el cas de la 1,3-1,4-β-glucanasa, amb una fase inicial d’acumulació de producte, tot i 
que en aquest cas, la kobs sí mostra una dependència clara de la concentració de substrat 
[490]. El mecanisme de la β-glucosidasa s’ha resolt amb un model d’histèresi [491, 492] 
amb dues conformacions enzimàtiques que estan en equilibri i on totes dues poden 
catalitzar la hidròlisi del substrat amb diferent eficiència [490] (figura 7.3). D’entrada, 
en dissolució predomina la forma més activa, però la unió del substrat desplaça 
l’equilibri cap a la conformació menys activa. Tanmateix, els autors no s’atreveixen a 
aventurar una possible explicació fisiològica d’aquest comportament. 
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Figura 7.3. Mecanisme proposat per a la β-glucosidasa de la paret cel·lular dels grans de soja, 
en què coexisteixen dues conformacions enzimàtiques amb diferent activitat, i diferent afinitat 
pel producte de reacció [490]. 
 
Un altre cas en què s’observa una fase d’acumulació de producte, no associat al 
mecanisme de retenció de configuració pròpiament dit, és el de la hidròlisi d’un anàleg 
polisacarídic fluorat de la cel·lulosa per part de la Cel7A de Trichoderma reesei [493]. 
En aquest cas, l’explicació sembla ser la processivitat de l’enzim, ja que la hidròlisi 
d’oligosacàrids cromofòrics rendeix cinètiques lineals, i la fase d’acumulació de 
producte només s’observa en la hidròlisi de polisacàrids.  
 
Per tal d’intentar racionalitzar el mecanisme proposat per a la 1,3-1,4-β-glucanasa de 
Bacillus licheniformis es plantegen tres interpretacions diferents que podrien explicar 
aquesta complexitat. 
 
 
 
 



Interpretacions del mecanisme enzimàtic 

 238 

7.2. Canvi conformacional lligat a una regulació directa de l’activitat 
enzimàtica 
 
 
Els mecanismes de regulació al·lostèrica són freqüents en enzimologia, i entre ells, 
l’activació per substrat o inhibició per producte moltes vegades regulen l’activitat 
enzimàtica en vies metabòliques. 
 
Entre les glicosidases la comparació de l’estructura de l’enzim lliure amb la d’algun 
complex enzim-lligand ha permès detectar en diversos casos canvis conformacionals 
induïts per la unió de lligand, que són essencials per a l’activitat enzimàtica. A 
continuació es comenten breument alguns dels mateixos. La unió de cel·lohexaosa amb 
l’endoglucanasa CelC de Clostridium thermocellum [52], la de l’inhibidor acarbosa a 
l’isoenzim II de l’α-amilasa pancreàtica de porc [369, 483], i les de diferents 
cel·looligosacàrids a l’endo/exocel·lulasa E4 de Thermomonospora fusca [53] o a la 
cel·lobiohidrolasa Cel6A d’Humicola insolens [77, 494] comporten, entre altres, una 
reorientació del llaç on està situat el residu que fa el paper d’àcid general, molt 
possiblement situant-lo adequadament per tal d’exercir el seu paper en catàlisi. A 
l’endo-1,4-β-xilanasa de Pseudoalteronomas haloplanktis [60] també es dóna un 
moviment en resposta a la unió de substrat que ajuda al correcte posicionament del 
residu que actua com a àcid general. A la β-amilasa de gra de soja, en unir substrat 
s’observa el tancament d’un llaç que cobreix el centre actiu, que té forma de butxaca, de 
manera que per a l’alliberament del producte de reacció es fa necessària l’obertura del 
mateix [495]. A les cel·lulases Cel6A de Trichoderma reesei [54, 76, 496], i a les 
cel·lobiohidrolases d’Humicola insolens [55, 77, 497], que tenen un centre actiu en 
forma de túnel, s’ha comprovat que les llaçades que el cobreixen poden obrir-se donant 
accés al centre actiu a la cadena de cel·lulosa i un cop ja ha tingut lloc aquest primer 
atac endo-, les llaçades es tanquen, convertint l’enzim en una exocel·lulasa processiva. 
Aquest moviment de llaços en les cel·lobiohidrolases que tenen centres actius en forma 
de túnel explica que aquests enzims no només alliberin unitats de cel·lobiosa per 
l’extrem del polímer, com és d’esperar en una cel·lobiohidrolasa processiva, sinó que 
també catalitzin atacs endo- [498-501], i a més, permet l’accés del substrat polimèric al 
centre actiu en forma de túnel. També s’han observat moviments de llaços externs 
induïts per la unió del substrat a les endoglucanases Cel45A d’Humicola insolens [56], 
la Cel9G de Clostridium cellulolyticum [50], la Cel6A de Thermobifida fusca [78], l’α-
amilasa pancreàtica humana [49]. En altres casos en què no s’ha observat 
experimentalment, s’ha proposat que la unió del substrat ve assistida per  l’obertura 
d’algun llaç per analogia als exemples anteriors, com és el cas d’una quitinasa de 
Serrratia marcescens [502], de la cel·lulasa Cel48F de Clostridium cellulolyticum [503] 
i la k-carragenasa de P. carrageenovora [143]. Aquests canvis conformacionals lligats a 
la unió de substrat no només es donen en els llaços externs, i per exemple en el cas de 
l’endoglucanasa E2 de Thermomonospora fusca, que no disposa de llaços que cobreixen 
el centre actiu, també es dóna un canvi conformacional en unir el substrat [504, 505]. 
Una altra possibilitat l’exemplifiquen la ι-carrageenasa [58] i la 1,3-1,4-β-glucanasa 
d’ordi [57, 506], en què com a resposta a la unió al substrat es mou tot un mòdul de 
proteïna respecte d’un altre de manera que el centre actiu, que en l’enzim lliure té una 
estructura oberta, es tanca en unir el substrat cap a una conformació en forma de túnel 
en el primer cas, i de butxaca, en el segon.  
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En el cas de la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis es pot plantejar una 
primera possibilitat, en la que el canvi conformacional induït per la formació del 
complex de Michaelis, fes accessible la unió d’una segona molècula de substrat al 
centre actiu de manera que resulti en la formació d’un complex abortiu. El canvi 
conformacional pot donar-se en diferents parts de la proteïna, però donat que els llaços 
solen ser les regions més flexibles, i donat el gran nombre d’exemples en què 
l’accessibilitat de glicòsids al centre actiu ve marcada pel moviment d’un llaç flexible, 
es proposa que el canvi conformacional pugui ser degut al moviment del llaç que 
cobreix parcialment el centre actiu.  
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Figura 7.4. Mecanisme de regulació proposat per a la hidròlisi de substrats per part de la 1,3-
1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis. La unió a un centre al·lostèric comporta l’inici de la 
reacció d’hidròlisi, mentre que un excés de substrat comporta una disminució de l’activitat per 
formació d’un complex abortiu després d’un canvi conformacional del complex de Michaelis.  
 
Segons aquesta primera hipòtesi (figura 7.4), el mecanisme proposat no és més que una 
forma complexa de regular l’activitat enzimàtica. Així, en un entorn on hi hagi substrat 
disponible, aquest s’uneix amb gran afinitat al seti regulador, iniciant d’aquesta manera 
l’activitat enzimàtica aportada pels dos complexos productius SES* i SES** , on aquest 
darrer presenta una estructura de centre actiu més oberta. Ara bé, quan la concentració 
de substrat és molt elevada, és possible que dues molècules de substrat s’encabeixin 
alhora al centre actiu de la forma SES**  aprofitant la major obertura del llaç, que 
portaria a un tancament incorrecte del centre actiu amb la conseqüent pèrdua d’activitat. 
D’aquesta manera s’aconseguiria la regulació de l’activitat enzimàtica per tal de 
mantenir una quantitat de producte constant dins d’uns marges.  
 
 
7.3. Canvi conformacional lligat a la degradació processiva de 
substrats polimèrics 
 
La processivitat està altament lligada a la hidròlisi de substrats polimèrics. Generalment 
està acceptat que els enzims que degraden polímers de carbohidrats ho poden realitzar 
fent servir principalment tres mecanismes diferents [507, 508]: a) un mecanisme de 
cadena múltiple en què el complex enzim-substrat es dissocia després de cada cicle 
catalític, b) un mecanisme de cadena senzill, en què l’enzim continua associat al 
substrat fins que no hi ha més enllaços per hidrolitzar, c) un mecanisme d’atac múltiple, 
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en què es donen un nombre mig d’atacs després de la formació del complex enzim-
substrat. Els dos darrers mecanismes s’anomenen processius [7, 509]. 
 
Les glicosidases han adoptat diferents mecanismes per a la hidròlisi processiva del 
substrat, alguns tenen centres actius tancats en forma de túnel o anell, sovint amb 
l’ajuda de llaços mòbils, que permeten fixar millor el substrat; d’altres tenen mòduls 
d’unió de carbohidrats o punts d’ancoratge addicionals a més del centre actiu; i en 
d’altres és l’arquitectura mateixa del centre actiu, que amb residus posicionats 
estratègicament, facilita el lliscament del substrat entre dos esdeveniments hidrolítics 
(per a més informació veure l’apèndix de processivitat, apèndix 4). La 1,3-1,4-β-
glucanasa de Bacillus licheniformis té un centre actiu estès en forma d’escletxa, 
parcialment cobert per un llaç, i no està unida a cap mòdul d’unió de carbohidrat. Els 
seus substrats naturals són polisacàrids amb una estructura d’enllaços mixtes β-1,3 i β-
1,4. Malgrat que no hi ha resultats clars que apuntin que aquest enzim actua amb 
processivitat, tampoc n’hi ha que indiquin que la seva activitat sigui exclusivament exo- 
(Sandra Rodríguez, comunicació personal). Aquests resultats serien compatibles amb 
una actuació similar a la de les cel·lulases, amb un atac inicial endo-, seguit d’una 
degradació processiva exo-, o bé amb la utilització del tercer mecanisme per a la 
degradació de polisacàrids, amb un nombre mig d’atacs sobre la mateixa cadena 
polisacarídica. Amb aquestes premisses es pot plantejar que per a la 1,3-1,4-β-glucanasa 
de Bacillus licheniformis el canvi conformacional sigui un pas previ per tal d’assolir una 
estructura apta per a la hidròlisi processiva del seu substrat natural. En aquest cas seria 
la unió productiva al centre actiu, la que estimularia la processivitat, com s’observa en 
el cas de la quitinasa A [510, 511] i la Cel9A [512].  
 
En el cas dels substrats sintètics assajats la disminució de l’activitat associada al canvi 
conformacional és, en alguns casos, considerable, plantejant el dubte de fins a quin punt 
el fet de mantenir unit el substrat al centre actiu per a la seva degradació processiva pot 
compensar aquesta disminució d’activitat. Ara bé, aquest no seria un cas únic, ja que 
s’han descrit diversos casos de glicosidases processives en què per tal d’adaptar-se a un 
mecanisme processiu, la velocitat d’hidròlisi se’n veu ressentida [512-514].  A més, 
també és possible que en fer servir el seu substrat natural la disminució d’activitat no 
sigui tan acusada i que l’eficiència del sistema en assegurar una major concentració 
local de substrat, sigui superior. Sembla, però, que si es tractés de processivitat, el 
mecanisme no seria el clàssic, ja que un mecanisme de processivitat no deixa de ser un 
mecanisme lineal en què les etapes de lliscament de substrat i d’hidròlisi es van 
intercalant [515] (figura 7.5).  
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Figura 7.5. Esquema d’un mecanisme clàssic d’hidròlisi processiva d’un substrat polimèric. Els 
complexos ES1, ES2, ES3 són diferents complexos productius enzim-substrat en què va 
disminuint el grau de polimerització del substrat degut a les etapes hidrolítiques, i els complexos 
EP1, EP2, EP3 corresponen als complexos un cop s’ha alliberat l’aglicona després de cada etapa 
hidrolítica. La K és la constant d’equilibri de l’etapa de lliscament del substrat. 
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En el cas de la 1,3-1,4-β-glucanasa, amb un mecanisme no lineal, la processivitat 
implicaria que les dues formes enzimàtiques, per exemple, amb el llaç més obert i més 
tancat, haurien de ser actives. Per analogia al que s’ha vist amb altres glicosidases, en 
què el tancament del llaç propicia la processivitat, la conformació més oberta seria la 
més activa, i la tancada, que afavoriria la processivitat en el substrat polimèric, tindria 
una velocitat d’hidròlisi inferior (figura 7.6). Igualment, es pot plantejar la hipòtesi que 
la conformació més oberta permet la unió d’una altra molècula de substrat, que seria la 
causant de la inhibició acompetitiva per substrat, observada amb els substrats sintètics 
assajats, mentre que a la conformació més tancada no seria possible l’accés d’aquesta 
segona molècula de substrat. 
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Figura 7.6. Mecanisme proposat per a la hidròlisi de substrats polimèrics per part de la 1,3-1,4-
β-glucanasa de Bacillus licheniformis, que inclou la unió a un seti regulador de l’activitat 
enzimàtica necessària per a la formació del complex productiu, i on el canvi conformacional 
propiciaria la degradació processiva del substrat. Aquest model inclou en la primera branca 
l’etapa d’inhibició acompetitiva observada amb alguns substrats sintètics. 
 
 
7.4. Coexistència de l’activitat hidrolítica i transglicosidasa de la 1,3-
1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis en dues conformacions 
enzimàtiques diferents 
 
 
Una altra opció és que les dues activitats conegudes de la 1,3-1,4-β-glucanasa, la 
d’hidròlisi del substrat i l’activitat transglicosidasa coexisteixin en dues conformacions 
diferents de l’enzim. En el cas de l’endo-1,4-β-xilanasa II de Trichoderma reesei s’han 
observat dues estructures cristal·logràfiques diferents de l’enzim, que s’han fet evidents 
a dos pH diferents. Aquest enzim, que s’assembla estructuralment a la 1,3-1,4-β-
glucanasa amb un centre actiu en forma d’escletxa, hidrolitza el xilà amb retenció de 
configuració, i també presenta activitat transglicosidasa. Sembla que en aquest enzim el 
canvi conformacional entre les dues conformacions observades altera les posicions 
relatives dels dos residus catalítics i les xarxes de ponts d’hidrogen al seu voltant. Es 
proposa que les dues conformacions coexisteixen i poden jugar un paper important en la 
modulació dels pKa dels residus catalítics, i que possiblement una de les conformacions 
està implicada en l’activitat transglicosidasa mentre que l’altra ho està en l’activitat 
hidrolasa [516]. El mateix podria tenir lloc en la 1,3-1,4-β-glucanasa, amb la diferència 
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que en aquest darrer cas l’aparició de les dues conformacions actives es dóna en 
resposta a la formació del complex de Michaelis. Tot i que la reacció d’hidròlisi del 
substrat i la de transglicosidació tenen un intermedi en comú, es descarta que el canvi 
conformacional es doni en l’intermedi (de manera que segons sigui la conformació 
d’aquest, es vegi afavorida l’entrada l’aigua i es doni l’etapa de desglicosidació, o 
l’entrada d’una altra molècula de substrat i tingui lloc la transglicosidació) (figura 7.7), 
ja que aquest mecanisme no és capaç d’explicar els resultats obtinguts en estat 
preestacionari.  
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Figura 7.7. Mecanisme que inclou un canvi conformacional de l’intermedi de reacció que 
possibilitaria la unió de la segona molècula de substrat al centre actiu, necessària en la reacció 
de transglicosidació. La constant de velocitat k3 correspon a l’etapa de desglicosidació de 
l’activitat hidrolítica, mentre que la k6 és la constant de velocitat de l’etapa de transglicosidació.  
 
En base al mecanisme que millor s’ajusta als resultats obtinguts, es proposa el 
mecanisme de la figura 7.8. S’ha comprovat que el canvi conformacional no comporta 
un canvi significatiu del pKa del residu que actua com a àcid general, però es desconeix 
el seu efecte sobre el pKa del nucleòfil, i sobre les diferents interaccions enzim-substrat. 
De manera que es pot plantejar que el canvi conformacional afavoriria la unió d’una 
segona molècula de substrat al centre actiu per tal de dur a terme la reacció de 
transglicosidació, que generalment, en l’enzim salvatge, té una velocitat molt inferior a 
la d’hidròlisi. En aquest model la unió d’una segona molècula de substrat al centre actiu 
de la conformació que catalitza la transglicosidació comporta la formació d’un nou 
producte de reacció, mentre que una unió similar en la conformació que catalitza la 
hidròlisi porta a la formació d’un complex abortiu.  
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Figura 7.8. Mecanisme proposat per a la catàlisi efectuada per la 1,3-1,4-β-glucanasa, que 
mostra les dues possibles reaccions catalitzades per l’enzim (hidròlisi i transglicosidació) 
associades a les dues conformacions adoptades pel complex de Michaelis.  
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Aquest mecanisme podria representar una altra forma de regular la concentració de 
substrats oligosacarídics presents en el medi. Així, en funció de la concentració relativa 
de substrats i productes d’hidròlisi es podria decantar l’equilibri cap a una activitat o 
una altra, ja que els productes d’hidròlisi són alhora substrats de l’enzim per a l’activitat 
transglicosidasa. 
 
 
S’han presentat tres possibles interpretacions del mecanisme ramificat proposat per a la 
1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis que no tenen perquè ser mútuament 
excloents. Així doncs, és possible que en funció del grau de polimerització del substrat, 
de la seva reactivitat (en base a la reactivitat del grup sortint), i/o de les condicions de 
reacció una de les activitats proposades guanyi pes enfront de les altres. 
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Conclusions 
 
 
1.- La 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis catalitza la hidratació enzimàtica 
del glical 56 seguint un mecanisme que inclou una etapa d’activació al·lostèrica i, a    
pH > 4.5, inhibició acompetitiva per substrat; aspectes aquests, que queden recollits en 
el mecanisme catalític que es proposa per a la hidròlisi de substrats; tot i així, donada la 
complexitat del mateix, s’ajusta el següent mecanisme per tal d’obtenir uns paràmetres 
cinètics representatius de la reacció d’hidratació: 
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2.- El perfil de pH en kcat de l’activitat d’hidratació del glical 56 permet descartar que el 
Glu134 jugui en aquesta reacció el doble paper de residu àcid general i nucleòfil. Per 
contra, es proposa que en una primera etapa el glical és hidratat pel residu Asp136 
mentre que el Glu134 actua com a nucleòfil, i en una segona etapa el Glu138 actua com 
a base general, augmentant la nucleofília d’una molècula d’aigua que ataca l’intermedi 
glicosil-enzim. 
 
3.- Donat que la hidròlisi del 2-desoxiglicòsid 68 és més ràpida que la del seu anàleg 
completament hidroxilat 24 s’arriba a la conclusió que, si la reacció d’hidròlisi del 
compost 68 segueix el mateix mecanisme que la dels substrats completament 
hidroxilats, la interacció per pont d’hidrogen entre l’hidroxil a C2 del substrat i el 
nucleòfil no és una interacció important en la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus 
licheniformis. També s’arriba a aquesta conclusió a partir de la velocitat d’hidratació del 
glical 56, que és comparable a la velocitat d’hidròlisi de trisacàrids cromofòrics com el 
substrat 18. 
 
4.- Els resultats dels estudis d’unió enzim-lligand en estat preestacionari permeten 
proposar un mecanisme per tal d’explicar la unió del G4G3G-MU (18) al mutant inactiu 
E134A de la 1,3-1,4-β-glucanasa, que comporta l’alternança de dues etapes de canvi 
conformacional amb dues etapes d’unió de substrat :   
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Aquest mecanisme implica el desplaçament d’un equilibri prèviament existent entre les 
poblacions de dues conformacions enzimàtiques, com a resposta a la unió del substrat al 
centre actiu per tal de formar el complex productiu; aquest, al seu torn està sotmès a un 
canvi conformacional que comporta la unió d’una segona molècula de substrat. Perquè 
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aquesta primera etapa d’equilibri entre les dues conformacions enzimàtiques es faci 
evident a les cinètiques la conformació E ha de ser molt més estable que la conformació 
E*, però ha de ser incapaç d’unir substrat, de forma que el que es mesura a l’etapa de 
retardament sigui l’establiment d’un nou equilibri poblacional induït per la presència del 
substrat.  
 
5.- Els resultats obtinguts en els estudis d’hidròlisi de glicòsids en estat preestacionari 
permeten descartar el mecanisme lineal d’hidròlisi amb retenció de configuració per a la 
1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis. 
 
6.- A partir dels resultats en estat preestacionari i de les anàlisis de Hammett de la 1,3-
1,4-β-glucanasa es proposa el següent mecanisme per tal d’explicar l’activitat catalítica 
de l’enzim:  
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Segons aquest mecanisme, la 1,3-1,4-β-glucanasa tindria un seti regulador de l’activitat 
enzimàtica que se satura a baixa concentració de substrat, amb una unió no-productiva 
forta (formació del complex SE*). Aquesta unió, que és necessària perquè es formi el 
complex productiu, SES*, es dóna junt amb la unió del substrat al centre actiu en la fase 
de retardament. Perquè la fase de retardament vingui determinada pel canvi 
conformacional previ de l’enzim, les dues etapes d’unió han de ser ràpides. A 
continuació les dues espècies SE* i SES* experimenten un canvi conformacional lent 
governat per la kobs de la fase d’acumulació, en què es transformen en les espècies SE**  
(no productiva) i SES**  (amb una activitat enzimàtica diferent a la del complex SES*), 
respectivament. Per als substrats que, a més, presenten inhibició acompetitiva per 
substrat hi ha una darrera etapa de formació del complex quaternari. Aquesta inhibició 
es pot donar tant sobre el complex ternari SES**  (formant el complex SES2

** ) com sobre 
l’intermedi de reacció SEP* (formant el complex SEPS*).  
 
A partir dels pendents de l’anàlisi de Hammett en kcat/KM es proposa que el grau de 
desenvolupament de càrrega en l’estat de transició per a l’etapa de glicosidació de la 
primera branca és molt important, amb una protonació pràcticament nul·la (pendent de  
-1), mentre que per a l’etapa de glicosidació de la segona branca és bastant més moderat 
(pendent de –0.44). L’anàlisi de Hammett en kcat de l’enzim salvatge indica que mentre 
que per a la primera branca l’etapa determinant de la velocitat de reacció és l’etapa de 
glicosidació, per a la segona branca, que pren rellevància a nivell cinètic per als 
substrats de pKa ≥ 7.5, ho és la de desglicosidació. 
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