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Apèndix 1. Cinètiques en estat preestacionari amb 
proteïnes que uneixen carbohidrats 

 
 
A continuació es presenten dos exemples d’aplicació de cinètiques d’estat preestacionari 
en el cas de proteïnes que uneixen carbohidrats. Amb aquests dos exemples es vol 
mostrar, d’una banda, que arribar a la deducció d’un mecanisme enzimàtic a partir de 
les cinètiques en estat preestacionari no és sempre un procés directe i senzill, i de l’altra, 
que per tal d’arribar a proposar un mecanisme satisfactori generalment s’ha de recórrer 
als resultats obtinguts amb altres tècniques o metodologies. 
 
 
A1.1. Concanavalina A 
 
 
La concanavalina A és una lectina (proteïna sense activitat catalítica que uneix 
carbohidrats) capaç d’enllaçar diferents monosacàrids, i com a conseqüència pot unir-se 
a superfícies cel·lulars on té importants propietats biològiques. Al 1980 es realitzen una 
sèrie de cinètiques d’unió en estat preestacionari amb monosacàrids derivatitzats [1], en 
què es mesura la variació d’absorbància o fluorescència del lligand. En tots els casos les 
cinètiques són monoexponencials i com a conseqüència s’arriba a la conclusió que la 
unió es dóna en una única etapa bimolecular (figura A1.1). 
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Figura A1.1. Esquema proposat per a la unió del lligand per part de la concanavalina A a partir 
dels resultats obtinguts amb monosacàrids derivatitzats. 
 
D’altra banda, estudiant el fenomen d’unió amb lligands de diferent grau de 
polimerització es comprova que la unió del monosacàrid presenta una cinètica 
monoexponencial, la del disacàrid una biexponencial, i la del trisacàrid una 
triexponencial [2, 3]. El fet que s’hagi pogut distingir els diferents complexos comporta 
que les cinètiques d’establiment dels diferents equilibris, i/o les propietats òptiques 
associades a cada complex són clarament diferenciables. Aquests resultats indiquen que 
la unió de lligands a la concanavalina A és més complexa del que s’havia pensat en un 
primer moment. Com el més general és que els lligands de la mateixa família tinguin un 
mecanisme d’unió comú, els diferents grups estudien dos models diferents per tal 
d’explicar els resultats obtinguts amb els diferents substrats. El primer suposa una unió 
ràpida proteïna-lligand, seguida d’un o més canvis conformacionals lents del complex 
inicial format (model A de la figura A1.2). La segona implica una sèrie d’etapes ràpides 
i indistingibles (kassociació ràpides) de formació de diferents complexos proteïna–lligand 
(tants com unitats de monòmer conformin el lligand), seguides per un establiment lent 
de l’equilibri poblacional dels diferents complexos (kdissociació lentes), que dóna lloc a 
tants esdeveniments exponencials com complexos es formen (model B a la figura A1.2). 
En base a aquest model, i tenint en compte que la termodinàmica d’unió de diferents 
mannooligosacàrids a la concanavalina A sembla indicar que el centre d’unió de la 
proteïna està format per un únic subseti [4, 5], es proposa que hi ha tantes formes 
d’unió, com monòmers conformen el substrat.  
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Figura A1.2. Possibles models per a la unió de la mannotriosa a la Concanavalina A, on P 
representa la proteïna i L, l’oligosacàrid. Model A.: Dues etapes de canvi conformacional 
segueixen a l’etapa bimolecular de formació del complex proteïna-lligand. Model B: Després de 
tres etapes ràpides i indistingibles de formació de tres complexos diferents proteïna-lligand, en 
què en cada cas s’uneix a la proteïna una unitat de mannopiranosa diferent, es produeixen una 
sèrie d’etapes lentes d’establiment de l’equilibri dels diferents complexos, donant lloc a tantes 
exponencials com complexos s’han format.   
 
Si bé els dos models poden ajustar-se als resultats obtinguts a les cinètiques, els 
diferents grups aposten pel model B. D’una banda, amb el model A no hi ha una 
explicació senzilla per a la relació directa que es dóna entre el nombre de canvis 
conformacionals i la longitud del lligand; mentre que en el model B, aquesta relació es 
deriva del mateix model. En aquest sentit, és particularment remarcable el fet que amb 
el monosacàrid la cinètica sigui sempre monoexponencial i respongui a una única etapa 
bimolecular, ja sigui emprant mètodes de flux interromput, o cinètiques de relaxació [1, 
6-8]. Aquest és el comportament lògic per a un monosacàrid en aplicar el model B, però 
seguint el model A, no és obvi explicar el perquè no s’hauria de donar el canvi 
conformacional. Una altra dada experimental a favor del model B és que les constants 
de velocitat per a les diferents etapes d’associació determinades aplicant aquest model 
tenen uns valors comparables, que és un dels supòsits que s’assumeix en el seu 
plantejament.  
 
Aquest és un exemple de com en pot arribar a ser de complexa una etapa d’unió 
proteïna-carbohidrat, i potser es deu precisament al fet que la concanavalina A no sigui 
un enzim. Els enzims estabilitzen preferentment l’estructura de l’estat de transició sobre 
l’estructura en estat fonamental dels seus lligands, amb la finalitat bàsica de catalitzar la 
reacció pertinent. Per tant, l’enzim busca unir fortament el seu lligand amb una 
estructura diferent a la que presenta en solució. En els enzims les etapes d’unió de 
substrat solen ser etapes bimoleculars, seguides en alguns casos de canvis 
conformacionals que ajuden a assolir l’estructura de l’estat de transició. Però en el cas 
de proteïnes que no catalitzen cap reacció, no és necessari que es doni aquesta unió forta 
amb el lligand. Aquestes proteïnes, com poden ser les proteïnes de reconeixement o 
transport, interaccionen amb l’estat fonamental del lligand i és possible que una manera 
d’augmentar la seva eficiència sigui desenvolupar diferents maneres de reconèixer el 
lligand, o tenir diferents punts d’ancoratge amb diferent afinitat.  
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A1.2. Glucoamilasa 
 
 
La glucoamilasa és una exohidrolasa que hidrolitza unitats de D-glucopiranosa de 
l’extrem no reductor del midó i poli- i oligosacàrids relacionats, amb preferència per a 
la hidròlisi d’enllaços α-1,4 sobre els α-1,6 [9, 10]. El seu centre actiu està format per 
set subsetis, sis per l’extrem reductor i un per l’extrem no-reductor [11-13]. En el marc 
de l’estudi mecanístic d’aquest enzim, diferents grups van complementar els estudis en 
estat estacionari amb estudis en estat preestacionari amb glucoamilases de diferents 
famílies o espècies. Aprofitant la presència de diversos triptòfans implicats en les 
interaccions amb substrats i inhibidors [11, 12, 14, 15], causant disminucions i 
augments de la fluorescència intrínseca de l’enzim, en els experiments de flux 
interromput precisament han mesurat aquests canvis de fluorescència. Els primers 
estudis es van realitzar amb la glucoamilasa de Rhizopus niveus, aprofundint en la 
hidròlisi de maltodextrines [16] i maltosa [17] i la unió de l’inhibidor gluconolactona 
[17, 18]; en tots els casos s’observen cinètiques monoexponencials, en què la kobs 
mostra una dependència creixent amb la concentració de lligand fins arribar a saturació. 
Les cinètiques s’interpreten com una primera etapa bimolecular ràpida d’unió enzim-
lligand, seguida d’una etapa lenta d’isomerització, que és on es dóna el canvi de 
fluorescència observat, seguides per les etapes catalítiques en el cas dels substrats.  
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Figura A1.3. Mecanisme catalític proposat per a la glucoamilasa de Rhizopus niveus, on Gn 
representen els substrats de diferent grau de polimerització, EGn el complex enzim-substrat no 
productiu, i EGn

*, el complex productiu. K1 i K2 = k2/k-2, són les constants d’equilibri de l’etapa 
bimolecular i unimolecular, respectivament, i la k3 és la constant de velocitat de l’etapa 
catalítica. En el cas dels inhibidors el mecanisme s’acaba després de la formació d’EGn

*.  
 

Els resultats indiquen que en la primera etapa el lligand s’uneix a l’enzim feblement i en 
la segona etapa la unió es fa més forta. Tot i que la naturalesa de la isomerització pot ser 
una relocalització del substrat dins del centre actiu, un canvi conformacional de l’enzim 
o un canvi conformacional del substrat, els autors [11] es decanten per una resituació 
del substrat. Aquest, en una primera etapa, s’uniria a l’enzim de forma no productiva en 
el subseti +1, que per estudis de mapatge de centre actiu és el que té una major afinitat 
per substrat, i després s’acabaria unint al centre actiu a partir del subseti -1 en endavant, 
formant el complex productiu (figura A1.4). 
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Figura A1.4. Model d’unió de lligands a la glucoamilasa proposat per Hiromi et al. 
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En els estudis amb la glucoamilasa d’Aspergillus niger també s’avalua la unió d’un 
inhibidor, la gluconolactona [19], i de diferents substrats [19, 20] per variació de la 
fluorescència intrínseca de l’enzim. Es comprova que la unió de maltooligosacàrids de 
grau de polimerització entre 2 i 5 es caracteritza pel mateix mecanisme descrit per 
Hiromi et al., en què després d’una etapa d’unió enzim-substrat feble hi ha una etapa 
unimolecular que genera un complex enzim-substrat fortament unit. Ara bé, aquests 
autors discrepen respecte del model d’unió proposat en el cas de la glucoamilasa de 
Rhizopus niveus. Argumenten que si el subseti +1 és, de lluny, el que presenta una 
major afinitat per lligand no té sentit que el primer complex que es genera, amb unió en 
aquest subseti, sigui feble, i que després, el reposicionament a altres subsetis, que no 
tenen una contribució significativa en l’afinitat per substrat [11], provoqui l’enfortiment 
de la interacció. Per contra, proposen que l’etapa bimolecular comporta unió al subseti   
-1, o conjuntament als subsetis -1 i +1 (donat que el darrer és el que mostra una major 
afinitat per substrat segons el mapatge del centre actiu), formant el complex productiu 
en aquesta primera etapa, i que l’etapa unimolecular posterior, és un canvi 
conformacional, que és el responsable de l’enfortiment de la unió [19]. Més endavant, 
tant el grup de Svensson et al., realitzant l’anàlisi de diferents mutants del centre actiu 
de la glucoamilasa [21, 22], com Natarajan i Sierks, basant-se en la comparació de les 
constants d’associació (K1) per a la unió de glucosa i maltosa en estat preestacionari 
[23], troben que en l’estat fonamental el subseti -1 presenta major afinitat per substrat 
que el subseti +1, contradient els resultats de mapatge del centre actiu de Hiromi en què 
s’havien basat tots els estudis anteriors. D’aquesta manera els dos grups donen suport a 
la proposta d’unió productiva seguida de canvi conformacional, i a més presenten com a 
model més probable l’opció d’unió inicial al subseti -1 (model a de la figura A1.5). 
Proposen que després d’una primera interacció feble, el canvi conformacional posterior 
augmenta l’afinitat per substrat dels subsetis de l’extrem reductor. 
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Figura A1.5. Models d’unió proposats per a la glucoamilasa per Svensson et al. a) Unió inicial 
al subseti -1 i canvi conformacional posterior. b) Unió inicial als subsetis -1 i +1 i canvi 
conformacional posterior. 
 
Una altra conclusió a la que s’arriba amb la glucoamilasa d’Aspergillus niger és que no 
tots els lligands s’uneixen a l’enzim fent servir aquest mecanisme bàsic. Així, a 
diferència del mecanisme d’hidròlisi de la maltosa, el de la isomaltosa implica una etapa 
addicional. Els resultats de les cinètiques en estat preestacionari són similars en el cas 
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dels dos substrats, però la divergència entre el valor de la Kd calculada a partir del canvi 
de fluorescència en estat preestacionari, i el de la KM calculada en estat estacionari, 
essent aquesta darrera un ordre de magnitud inferior, és indicatiu d’una etapa addicional 
de canvi conformacional en el mecanisme proposat [19] (figura A1.6). 
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Figura A1.6. Model proposat per a la unió de la isomaltosa a la glucoamilasa d’Aspergillus 
niger en què després d’una primera etapa bimolecular d’unió enzim-substrat, es donen dues 
etapes consecutives de canvi conformacional. 
 
Svensson et al. proposen encara un tercer mecanisme per a la unió de l’inhibidor 
gluconolactona. La kobs segueix una dependència hiperbòlica amb la concentració 
d’inhibidor, igual que havia observat el grup de Hiromi et al., però la dependència dels 
valors d’equilibri de la variació de fluorescència –∆F(G, ∞)- amb la concentració 
d’inhibidor no es correspon amb la unió d’una sola molècula de lligand. Generalment, 
en les cinètiques en estat preestacionari no s’avalua la dependència de la magnitud de la 
fase d’acumulació amb la concentració de lligand, ja que les equacions són molt més 
complexes que les de kobs, però una inspecció a nivell qualitatiu pot aportar informació 
interessant, com és el cas de la unió de la gluconolactona a la glucoamilasa. Les anàlisis 
de la magnitud de la fase d’acumulació s’ajusten a un model que implica la interacció 
independent de dues molècules d’inhibidor amb la glucoamilasa. Una d’aquestes 
aparentment és una associació ràpida en què la gluconolactona s’uneix feblement, 
mentre que l’altra, comporta una associació ràpida seguida per un canvi 
conformacional. A la figura A1.7 es presenta el model proposat pel grup de Svensson 
per a la unió de la gluconolactona a la glucoamilasa d’Aspergillus niger. 
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Figura A1.7.  Model d’unió de la gluconolactona a la glucoamilasa d’Aspergillus niger. 
 
 
Un tercer grup de treball realitza cinètiques en estat preestacionari amb la glucoamilasa 
d’Aspergillus awamori. Com una part dels seus estudis mecanístics, avaluen els efectes 
isotòpics de dissolvent tant en estat estacionari com en estat preestacionari, comparant 
les velocitats de reacció en H2O i D2O [24]. Aquestes investigacions són particularment 
útils per a l’estudi de mecanismes en què es dóna una o més transferències de protó, 
sempre i quan l’etapa determinant de la velocitat de reacció sigui la de transferència de 
protó. A l'igual que en els estudis ja esmentats, observen que la traça de la cinètica de 
reacció en estat preestacionari s’ajusta a una monoexponencial, i que la dependència de 
la kobs amb la concentració de substrat és hiperbòlica. El plantejament global del 
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mecanisme és, per tant, igual al que s’havia fet fins al moment: una primera etapa 
d’unió enzim-substrat, seguida d’una etapa d’equilibri i finalment una darrera etapa 
irreversible. La novetat que introdueix aquest grup és la interpretació que fan de les 
diferents etapes de la reacció. Fins al moment s’havia proposat que l’etapa lenta en la 
catàlisi de la glucoamilasa era l’etapa d’hidròlisi, i que les dues etapes prèvies 
corresponien a la formació del complex de Michaelis. Natarajan i Sierks proposen que 
l’etapa lenta correspon a l’alliberament del producte de reacció, de manera que es forma 
el complex de Michaelis a la primera etapa i assignen la segona etapa al procés 
hidrolític (figura A1.8). No descarten que es puguin donar etapes de canvis 
conformacionals unides a la unió del substrat, però aquestes serien massa ràpides per 
poder-les distingir de la primera etapa d’unió.  
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Figura A1.8. Mecanismes proposats per a la hidròlisi de substrats per part de la glucoamilasa. 
A dalt, mecanisme proposat pels grups de Hiromi i Svensson. A baix, mecanisme proposat per 
Natarajan i Sierks.  

 
L’evidència que l’etapa lenta és la d’alliberament del producte es basa en cinètiques en 
estat estacionari amb l’enzim salvatge i diferents mutants de la glucoamilasa 
d’Aspergillus awamori, fent servir com a substrats el fluorur d’α-glicosil i diversos 
oligosacàrids [25, 26], i es ratifica més tard mesurant la velocitat de reacció amb 
solvents de diferent viscositat [27]. Es comprova que si bé les mutacions no influeixen 
en els paràmetres cinètics per a la hidròlisi del fluorur d’α-glicosil, si que ho fan en la 
hidròlisi dels oligosacàrids, de manera que les kcat d’alguns mutants són molt inferiors a 
les de l’enzim salvatge. En la reacció amb el fluorur de glicosil es considera que l’etapa 
d’alliberament de producte pot obviar-se, ja que el fluorur (que és el producte de la 
reacció d’hidròlisi) difon al medi de forma immediata. Per tant, la manca de variació de 
la velocitat d’hidròlisi del fluorur de glicosil entre els diferents enzims, s’interpreta en el 
sentit que les mutacions estudiades no afecten l’etapa catalítica. Seguint el raonament, si 
l’etapa hidrolítica no es veu afectada per les mutacions ha d’haver una etapa associada a 
la hidròlisi del substrat que és la que disminueix de velocitat en els diferents mutants, i 
s’associa a la d’alliberament del producte d’hidròlisi. A més, comproven que en la 
hidròlisi de maltosa per part de l’enzim salvatge no s’observa un efecte isotòpic 
significatiu sobre la kcat, que és un resultat indicatiu que l’etapa determinant de la 
reacció no és l’etapa hidrolítica. Així doncs, si k3 és l’etapa d’alliberament del producte 
de reacció, la K2 només pot ser la constant d’equilibri de l’etapa d’hidròlisi. En les 
cinètiques en estat preestacionari tant la k2 com la k-2 disminueixen a la meitat en D2O 
respecte de les velocitats respectives en H2O, la qual cosa quadra amb la reversibilitat 
microscòpica de la reacció hidrolítica, i confirma que la hidròlisi té lloc en aquesta 
etapa. 
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El mecanisme proposat per Natarajan i Sierks no està acceptat per tota la comunitat 
científica, que opina que tot i les proves aportades, n’hi ha d’altres que contradiuen 
aquest mecanisme [21, 22, 28]. Les opinions contràries es basen en tres tipus de 
resultats diferents. D’una banda, posen en dubte que l’alliberament del producte de 
reacció sigui l’etapa lenta donada la poca afinitat que té la glucoamilasa per la glucosa 
[11], que és el producte de reacció. D’altra banda, el fet que les cinètiques en estat 
preestacionari de diferents mutants, que afecten en diferent mesura l’activitat enzimàtica 
en estat estacionari, no impliqui una disminució important de les constants de velocitat 
de la segona etapa (que si fos l’etapa hidrolítica hauria de seguir els canvis que 
s’observen en l’estat estacionari) [20-22, 29], aixeca dubtes respecte que la segona etapa 
es tracti de l’etapa hidrolítica. Finalment, el fet que el perfil de kcat amb el pH en estat 
estacionari segueixi la ionització dels residus catalítics [9, 30, 31], com correspondria si 
l’etapa determinant de la velocitat de reacció fos l’etapa d’hidròlisi, contradiu una etapa 
lenta d’alliberament del producte; a més, el mateix perfil de pH en estat preestacionari 
mostra que no hi ha variació significativa de les constants de velocitat de la segona 
etapa en canviar l’estat de protonació del residu que actua com a àcid general [28]. De 
fet, en el cas de la glucoamilasa d’Aspergillus niger la disminució de kcat a la meitat en 
presència de D2O, indica que per a aquest enzim, l’etapa hidrolítica és l’etapa 
determinant de la velocitat de reacció [32].  
 
Finalment, hi ha un quart grup que estudia les cinètiques de la glucoamilasa de 
Clostridium sp. G0005. Les cinètiques en estat preestacionari de l’enzim salvatge amb 
maltotriosa mostren dues relaxacions, primer una disminució ràpida de fluorescència 
seguida d’un augment lent [33]. El fet que hi hagi dues relaxacions tan ben 
diferenciades indica que al mecanisme hi ha més de dues etapes. Els autors descarten 
que l’augment de la intensitat de fluorescència sigui degut a l’etapa hidrolítica. De 
manera que en aquesta glucoamilasa els resultats s’ajusten a un model amb una etapa 
addicional abans de l’etapa hidrolítica (figura A1.9), de forma similar al que es proposa 
per a la hidròlisi de la isomaltosa en el cas de la glucoamilasa d’Aspergillus niger [19]. 
En alguns mutants de l’enzim de Clostridium no s’observa la segona exponencial, i en 
aquests casos es proposa que l’etapa bimolecular està seguida per un únic canvi 
intramolecular lent d’un complex enzim-substrat a un altre.  
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Figura A1.9. Mecanisme proposat per a la glucoamilasa de Clostridium, en què els complexos 
ELa, ELb i ELc són diferents conformacions del complex enzim-substrat. 
 
El cas de la glucoamilasa és un exemple clar de com poden arribar a ser d’importants les 
dades addicionals provinents d’experiments d’estat estacionari per tal d’interpretar els 
resultats en estat preestacionari (en aquest cas, el mapatge del centre actiu, els estudis 
amb diferents mutants i substrats, la dependència de les constants cinètiques amb el pH i 
la viscositat, i els estudis d’efectes isotòpics). Malgrat tots aquests resultats, els diferents 
grups no es posen d’acord, i continua havent-hi bàsicament dues interpretacions del 
mecanisme senzill de tres etapes. El fet que els arguments exposats en contra del 
mecanisme proposat per Natarajan i Sierks no s’hagin obtingut a partir dels resultats 
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obtinguts amb la glucoamilasa d’Aspergillus awamori, sinó d’altres subespècies, fa 
possible que sobre el mecanisme bàsic de tres etapes, comunament acceptat per tots els 
grups, la velocitat relativa de les diferents etapes de reacció variï en funció de l’espècie 
o família, de manera que totes les propostes siguin correctes. A més, el fet que la 
glucoamilasa de Clostridium o la mateixa glucoamilasa d’Aspergillus niger mostrin 
etapes addicionals i formes d’unió alternatives en funció del lligand, fa pensar en un 
mecanisme obert, que permet adaptar-se a les diferents circumstàncies en cada cas. 
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Apèndix 2. Deducció de paràmetres cinètics en estat 
preestacionari 

 
 
 
A2.1 Deducció de kobs 
 
En aquest apèndix es realitza la deducció de l’expressió de la kobs per als diferents 
mecanismes proposats en el capítol 5. Per tal de facilitar les deduccions s’ha aplicat la 
simplificació de considerar que, en comparació amb l’etapa lenta que dóna lloc al canvi 
de senyal en estat preestacionari, la resta d’etapes estan en equilibri ràpid. A més es 
parteix de la base que a la 1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis l’etapa de 
glicosidació és més lenta que la de desglicosidació (k2 << k3). S’ha obviat la deducció 
per als mecanismes senzills donat que són equacions que poden trobar-se en diferents 
llibres d’enzimologia [1, 2]. 
 
 
Model 1. Unió enzim-lligand: Mecanisme descrit per a la fase d’acumulació 
 
En aquest mecanisme la unió d’una primera molècula de substrat comporta un canvi 
conformacional lent del complex enzim substrat que posteriorment uneix una altra 
molècula de substrat, i el canvi de senyal en estat preestacionari ve donat per la 
formació de les espècies ES* i ES2

*.  
 
 

E + S ES ES* ES2
*

k 2

k -2K1 K3

S

 
 
 

Figura A2.1. Mecanisme en què després d’una primera etapa d’unió enzim-substrat es produeix 
un canvi conformacional lent que fa possible la unió d’una segona molècula de substrat. 

 
Així doncs, la velocitat de la fase preestacionària ve marcada per la variació de la 
concentració de les espècies ES* i ES2

* al llarg del temps fins assolir l’estat estacionari. 
Considerant que la unió de la segona molècula de substrat al complex ES* és una etapa 
d’equilibri ràpid, l’etapa lenta que marca la velocitat és la formació del complex ES*: 
 

[ ] [ ]( ) [ ] [ ] dtESd
K

S
dtESESd /·1/ *

3

*
2

*









+=+      Equació A2.1. 

 

[ ] [ ] [ ] ( ) [ ]*
22

*

3

··/·1 ESkESkdtESd
K

S
−−=








+     Equació A2.2. 

 
 
La concentració total d’enzim és: 
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[ ] [ ] [ ] [ ] [ ]*
2

*
0 ESESESEE +++=       Equació A2.3. 

 
 
Considerant que les dues etapes d’unió són d’equilibri ràpid, l’equació A2.3 es 
transorma en: 
 
 

[ ] [ ] [ ] [ ] [ ]*

3

1
0 ·1·1 ES

K

S
ES

S

K
E 








++







 +=      Equació A2.4. 

 
 
i substituint l’equació A2.4 en l’equació A2.2, s’arriba a: 
 
 

[ ] [ ] [ ]

[ ]

[ ]

[ ]
[ ]*

1

3
22

1

0
2

*

3

·
1

1

·
1

·/·1 ES

S

K
K

S

kk

S

K
E

kdtESd
K

S



















+

+
+−

+
=








+ −   Equació A2.5. 

 
 
de manera que: 
 

[ ] [ ]
[ ]

[ ]
[ ]

[ ]
[ ]*

1

2

3

2

1

3

02* ·
111·1

·
/ ES

S

K
k

K

S
k

S

K

K

S

Ek
dtESd



















+
+

+
−








 +







+

= −   Equació A2.6. 

 
 
integrant aquesta expressió s’obté: 
 
 

[ ] ( )
[ ]

[ ]
[ ]

( )( )tk

S

K

K

S
k

Ek
ES obs

obs

t ·exp1·

1·1·

·

1

3

02* −−








 +







+

=    Equació A2.7. 

 
 

on [ ]
[ ]S

K
k

K

S
k

kobs
1

2

3

2

11 +
+

+
= −        Equació A2.8. 
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Model 2. Cinètica de reacció: Alliberament lent de l’aglicona 
 
 
Mecanisme en què es considera que l’etapa lenta és l’alliberament de l’aglicona 
posterior a l’etapa de glicosidació. El senyal en estat preestacionari es deu a 
l’acumulació de l’espècie EP·X, en què ja s’ha hidrolitzat l’enllaç glicosídic però 
l’aglicona continua unida al centre actiu (figura A2.2).  
 

k 3k 2KS

X

E + PEPESE + S EP·X
k 1

k -1  
 
 

Figura A2.2. Mecanisme de retenció de configuració en què es dóna una etapa lenta 
d’alliberament d’aglicona prèvia a l’etapa de desglicosidació. 
 
La velocitat de les cinètiques en estat preestacionari segueixen per tant els canvis de 
concentració del  complex EP·X.  
 

[ ] [ ] ( ) [ ]XEPkkESkdtXEPd ···/· 121 −+−=      Equació A2.9. 
 
La concentració total d’enzim és: 
 

[ ] [ ] [ ] [ ] [ ]EPXEPESEE +++= ·0                Equació A2.10. 

 
Si es considera que l’etapa d’unió de substrat està en equilibri i que k3 >> k2, llavors: 
 

[ ] [ ] [ ] [ ]XEPES
S

K
E S ··10 +







 +=                Equació A2.11. 

 
de manera que: 
 

[ ] [ ]

[ ] [ ]
[ ]XEPkk

S

K
k

S

K

Ek
dtXEPd

SS

··
11

·
/· 21

101



















++
+

−
+

= −             Equació A2.12. 

 
integrant aquesta expressió s’obté: 
 

[ ] ( )
[ ]

[ ]

( )( )tk

S

K
k

Ek
XEP obs

S
obs

t ·exp1·

1·

·
· 01 −−








 +
=               Equació A2.13. 

 

on 

[ ]S

K
k

kkk
S

obs

+
++= −

1

1
21                 Equació A2.14. 
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Model 3. Cinètica de reacció: Inhibició acompetitiva lenta 
 
 
En aquest model es considera que l’etapa lenta causant de la fase d’acumulació de 
producte és la unió d’una segona molècula de substrat al complex ES de forma 
acompetitiva. La constant de velocitat de la cinètica en estat preestacionari ve definida 
per la variació de la concentració de l’espècie ES2 amb el temps, fins assolir l’estat 
estacionari. 

S
k -i k i

k 3k 2K S
E + S ES EP E + P

X

ES2  
 
Figura A2.3. Mecanisme de retenció de configuració en què hi ha una etapa lenta de formació 
d’un complex abortiu de forma acompetitiva. 
 
L’expressió de l’equació de la velocitat de reacció en estat preestacionari és: 
 

[ ] [ ] [ ] [ ]22 ···/ ESkESSkdtESd ii −−=                Equació A2.15. 

 
La concentració total d’enzim en aquest mecanisme és: 
 

[ ] [ ] [ ] [ ] [ ]20 ESEPESEE +++=                Equació A2.16. 

 
i considerant que l’etapa d’unió de substrat per tal de formar el complex de Michaelis 
està en equilibri i que k3 >> k2, llavors: 
 

[ ] [ ] [ ] [ ]20 ·1 ESES
S

K
E S +







 +=                Equació A2.17. 

 
 
així, 

[ ] [ ] [ ]

[ ]

[ ]

[ ]
[ ]2

0
2 ·

1

·

1

··
/ ESk

S

K
Sk

S

K

ESk
dtESd i

S

i

S

i



















+
+

−
+

= −              Equació A2.18. 

 
 
integrant aquesta expressió s’obté: 
 
 

[ ]( )
[ ] [ ]

[ ]

( )( )tk

S

K
k

ESk
ES obs

S
obs

i
t ·exp1·

1·

·· 0
2 −−








 +
=               Equació A2.19. 
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on la kobs és: 
 

[ ]

[ ]
i

S

i
obs k

S

K
Sk

k −+
+

=
1

·
                 Equació A2.20. 

 
 
 
Model 4. Cinètica de reacció: Inhibició acompetitiva lenta sobre l’intermedi de 
reacció 
 
 
Mecanisme d’inhibició acompetitiva en què l’etapa lenta resulta ser la formació del 
complex ternari amb l’intermedi de reacció, EP. La velocitat de la fase preestacionària 
ve marcada per la variació de la concentració de l’espècie EPS al llarg del temps fins 
assolir l’estat estacionari. 

 

EPS

X

E + PEPESE + S
K S k 2 k 3

k ik -i

S

 
 

Figura A2.4. Mecanisme de retenció de configuració en què hi ha una etapa lenta de formació 
d’un complex abortiu de forma acompetitiva sobre l’intermedi de reacció. 
 
L’expressió de la velocitat de reacció en estat preestacionari és funció de la 
concentració de l’espècie EPS: 
 

[ ] [ ] [ ] [ ]EPSkEPSkdtEPSd ii ···/ −−=               Equació A2.21. 

 
La concentració total d’enzim en aquest mecanisme és: 
 

[ ] [ ] [ ] [ ] [ ]EPSEPESEE +++=0                Equació A2.22. 

 
i considerant que l’etapa d’unió de substrat per tal de formar el complex de Michaelis 
està en equilibri i que k3 >> k2, llavors: 
 

[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]EPSEP
S

K

k

k
EPSEP

k

k

Sk

kK
E SS +







 +=+







++= ·1·1

·

·

2

3

2

3

2

3
0          Equació A2.23. 

 
 
substituint [EP] a l’ equació A2.22: 
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[ ] [ ] [ ]
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[ ]
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[ ]EPSk

S

K

k

k

Sk

S

K

k

k

ESk
dtEPSd i

S
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·

1·
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/
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3
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+








 +
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 +
= −             Equació A2.24. 

 
Integrant aquesta equació s’obté: 
 

[ ] ( )
[ ] [ ]

[ ]

( )( )tk

S

K

k

kk

ESk
EPS obs

Sobs

i
t ·exp1·

1·
·

··

2

3

0 −−








 +
=              Equació A2.25. 

 
on la kobs és:  
 

[ ]

[ ]
i

S

i
obs k

S

K

k

k

Sk
k −+








 +
=

1·

·

2

3

                Equació A2.26. 

 
 
Model 5. Cinètica de reacció: Model per als enzims actius basat en el mecanisme 
d’unió 
 
Es proposa un mecanisme en què després d’un canvi conformacional inicial s’uneix una 
molècula de substrat de forma productiva, i que aquest complex productiu pot  
evolucionar cap a la hidròlisi del substrat o patir un canvi conformacional lent que 
permet la unió d’una segona molècula de substrat. L’equilibri entre E i E* es dóna 
durant la fase de retardament, de manera que l’estudi de la fase d’acumulació de 
producte parteix de l’espècie E* i respon a la part de mecanisme marcada de color blau. 
Donat que per experiments en estat estacionari amb substrats amb diferent aglicona se 
sap que l’etapa determinant de la velocitat de reacció és la glicosidació i no la 
desglicosidació, la fase d’acumulació de producte respon a la formació dels complexos 
ES**  i ES2

** , de forma similar al que es planteja al model 1.  
 

K 5

k 3k 2K 1

ES* EP* E* + P

X

ES2
**

ES**

S

S

E E*
k 0

k -0
k 4k -4

 
 
Figura A2.5. Mecanisme plantejat per a la hidròlisi de substrats sintètics per part de la 1,3-1,4-
β-glucanasa de Bacillus licheniformis, que incorpora una etapa de canvi conformacional lent 
amb unió d’una segona molècula de substrat partir del complex de Michaelis. El mecanisme que 
descriu la fase d’acumulació de producte es marca de color blau. 
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El plantejament és el mateix que en el model 1: considerant que la unió de la segona 
molècula de substrat al complex ES**  és una etapa d’equilibri ràpid, l’etapa que marca 
la velocitat de la fase preestacionària és la formació del complex ES** : 
 

[ ] [ ]( ) [ ] [ ] dtESd
K

S
dtESESd /·1/ **

5

**
2

**









+=+              Equació A2.27. 

 

[ ] [ ] [ ] ( ) [ ]**
4

*
4

**

5

··/·1 ESkESkdtESd
K

S
−−=








+              Equació A2.28. 

 
 
Per al mecanisme marcat amb negreta la concentració total d’enzim és: 
 
 

[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]**
2

*****
0 ESESEPESEE ++++=              Equació A2.29. 

 
 
Considerant que les etapes d’unió són d’equilibri ràpid, i que amb una k3 >> k2 la [EP*] 
es pot considerar menyspreable, la concentració total d’enzim es pot expressar com: 
 

[ ] [ ] [ ] [ ] [ ]**

5

*1
0 ·1·1 ES

K

S
ES

S

K
E 








++







 +=                          Equació A2.30. 

 
 
i substituint l’equació A2.30 en l’equació A2.28: 
 

[ ] [ ] [ ]

[ ]

[ ]

[ ]
[ ]**

1

5
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1

0
4
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·
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1
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S

K
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K
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+

+
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+
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+ −            Equació A2.31. 

 
 
de manera que: 
 

[ ] [ ]
[ ]

[ ]
[ ]

[ ]
[ ]**

1

4

5

4

1

5

04** ·
111·1

·
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S

K
k
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S

K
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S
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+
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 +







+

= −            Equació A2.32. 

 
 
integrant aquesta expressió s’obté: 
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[ ] ( )
[ ]

[ ]
[ ]

( )( )tk

S

K

K

S
k

Ek
ES obs

obs

t ·exp1·

1·1·

·

1

5

04** −−








 +







+

=             Equació A2.33. 

 
 

on [ ]
[ ]S

K
k

K

S
k

kobs
1

4

5

4

11 +
+

+
= −                            Equació A2.34. 

 
 
Per a les cinètiques dels substrats que no presenten inhibició acompetitiva per substrat la 
K5 >> [S], de manera que l’expressió de kobs se simplifica a:  
 
 

[ ]S

K
k

kkobs
1

4
4

1+
+= −                  Equació A2.35. 

 
 
 
Model 6. Cinètica de reacció: Model final per als enzims actius 
 
 
Mecanisme proposat en què la β-glucanasa té 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 és necessària perquè es formi el complex 
productiu, SES*. A continuació les dues espècies SE* i SES* experimenten un canvi 
conformacional lent governat per kobs, en què es transformen en les espècies SE**  (no 
productiva) i SES**  (que és inactiva o menys activa que 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*). En la deducció de les equacions dels paràmetres 
cinètics d’estat preestacionari no es té en compte la possible inhibició acompetitiva. 
Donat que el canvi conformacional per tal de formar l’espècie E* es dóna durant la fase 
de retardament, el mecanisme que s’estudia durant la fase d’acumulació, en color blau a 
la figura A2.6, parteix de l’espècie E*. 
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Figura A2.6. Mecanisme ramificat en què després d’un primer canvi conformacional cap a una 
espècie enzimàtica capaç d’unir substrat en un seti d’unió extern (E*), els complexos SE* i SES* 
experimenten un canvi conformacional lent per tal de formar les espècies SE**  i SES** . A més, 
s’inclouen possibles etapes d’inhibició acompetitiva per substrat. El mecanisme que descriu la 
fase d’acumulació de producte es marca en color blau. 
 
 
D’acord amb aquest mecanisme, el transient que s’observa en les cinètiques en estat 
preestacionari correspon a l’acumulació de les espècies SE**  i SES** . Així, la kobs respon 
al temps de relaxació de les dues etapes de canvi conformacional, segons l’equació 
A2.36: 
 

[ ] [ ]( ) [ ] [ ] [ ] [ ]**
8

**
7

*
8

*
7

**** ···· SESkSEkSESkSEkdtSESSEd −− −−+=+    Equació A2.36. 

 
D’altra banda, obviant la inhibició acompetitiva, la concentració total d’enzim del 
mecanisme marcat amb negreta respon a l’equació: 
 

[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]********
0 SESSESESSEESEE +++++=                               Equació A2.37. 

 
Assumint que l’afinitat del seti regulador per substrat és superior a la del centre actiu i 
que s’ha treballat a una concentració de substrat capaç de saturar el seti regulador, la 
concentració de l’espècie d’enzim lliure i d’ES* són menyspreables. De manera que 
l’equació A2.37 se simplifica en l’equació A2.38: 
 

[ ] [ ] [ ] [ ] [ ]******
0 SESSESESSEE +++=                                                    Equació A2.38. 

 
d’on: 
 

[ ] [ ]( ) [ ] [ ]( ) dtSESSEddtSESSEd ****** +−=+                                      Equació A2.39. 
 
Com [SE*]/[SES*] = K6/[S]: 
 

[ ] [ ]( ) [ ] [ ]( ) [ ] [ ]( )6
*

6
*** 1·1· KSSESKSESSESSE +=+=+                       Equació A2.40. 
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Fent una manipulació matemàtica de l’equació A2.36, sumant i restant els termes        
(k-8·[SES*]) i (k-7·[SE*]), s’obté l’equació A2.41: 
 
 

[ ] [ ]( ) ( ) [ ] ( ) [ ]
[ ] [ ]( ) [ ] [ ]( )[ ]***

8
***

7

*
88

*
77

****

··

··/

SESSESkSESEk

SESkkSEkkdtSESSEd

+++

−+++=+

−−
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I substituint [SE*] i [SES*] en l’equació A2.41, s’obté l’equació A2.42: 
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           Equació A2.42.                                                              

 
 
Si es considera que el terme que està restant és pràcticament constant, cosa que implica 
que k-7 ≈ k-8, l’equació A2.42 és una equació diferencial de primer ordre senzilla, la 
integració de la qual porta a la següent expressió de kobs: 
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Apèndix 3. Anàlisis de Hammett i glicosidases 
 
 
 
 
 
 
 
 
A3.1. Equació de Hammett 
 
L’anàlisi de Hammett té els seus orígens en la química orgànica, en l’estudi de l’efecte 
provocat pel canvi de naturalesa i disposició dels substituents d’un compost determinat 
en la seva reactivitat, avaluant d’aquesta manera els efectes inductius i mesòmers dels 
diferents substituents. Un dels primers casos en què es va observar una relació clara 
entre els canvis en l’estructura del compost i la seva reactivitat va ser amb una família 
d’àcids benzoics, per als que es va definir una equació que permetia explicar el 
comportament observat en la reacció d’ionització [1].  
 

log k – log k0 = σ · ρ               Equació A3.1. 
 
on la σ, que és la constant de substituent, es defineix com:  
 
   σ = log KX – log KH = pKa,H – pKa,X              Equació A3.2. 
 
i el pKa,H i el pKa,X són els pKa a 25 ºC de l’àcid benzoic i del derivat substituït 
corresponent de l’àcid benzoic, respectivament. La constant de substituent representa la 
mesura del canvi de distribució electrònica del reactiu causat per la unió d’una cadena 
lateral en posicions meta- o para-. En posició meta- només s’avaluen els efectes 
inductius, mentre que en posició para- es contemplen tant els efectes inductius com 
mesòmers. En el cas de les substitucions en posició orto- poden donar-se efectes 
estèrics que dificultin la coplanarietat d’orbitals, impedint la conjugació. 
 
Les k0 i k de l’equació de Hammett són les constants de velocitat de ionització de l’àcid 
benzoic lliure i del derivat substituït corresponent de l’àcid benzoic, respectivament. 
Finalment 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, que 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. 
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A3.2. Assistència àcida enfront de trencament d’enllaç glicosídic 
 
Les anàlisis de Hammett aplicades a glicosidases aporten informació conjunta sobre els 
fenòmens d’assistència protònica i de trencament d’enllaç que es donen a l’estat de 
transició de l’etapa de glicosidació (figura A3.1), sempre i quan aquesta etapa sigui la 
determinant de la velocitat de reacció. Una manera de poder determinar el grau de 
trencament d’enllaç per ell mateix, independentment del grau de catàlisi àcida, es basa 
en realitzar l’anàlisi de Hammett amb dues famílies de substrats diferents, una en què 
no es dóna la catàlisi àcida, com són els ions N-glicosilpiridini (figura A3.2), i una altra 
en què si que es dóna, per exemple els fenil O-glicòsids [2, 3]. Com la cessió de protó a 
l’aglicona per a les sals d’N-glicosilpiridini és impossible estructuralment, emprant 
aquesta família de substrats només es mesura l’efecte de les interaccions no covalents i 
nucleofíliques per part de l’enzim en l’escissió de l’enllaç. 
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Figura A3.1. Estat de transició de l’etapa de glicosidació. 
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Figura A3.2. Estructura dels ions N-glicosilpiridini. 

 
 
A continuació, la comparació dels pendents de les anàlisis de Hammett amb les dues 
famílies de substrats permet establir el grau de catàlisi àcida requerida en el cas dels 
fenols, ja que el canvi de pendent s’atribueix totalment a l’efecte de la catàlisi àcida. 
Aquesta metodologia s’ha fet servir amb èxit en el cas de la β-glucosidasa A3 
d’Aspergillus wentii [2] i en el de la galactosidasa ebg0 d’Escherichia coli [4] (figura 
A3.3).  
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Figura A3.3. Anàlisis de Hammett per a la β-glucosidasa A3 d’Aspergillus wentii (esquerra) i la 
β-galactosidasa ebg0 d’Escherichia coli (dreta), en què es representa el log (kcat) enfront del pKa 
de l’aglicona per a dues famílies de substrats: (●) ions N-β-D-glicosilpiridini, i (▲) aril O-β-D-
glicòsids. 
 
En el cas de la β-galactosidasa el pendent del gràfic de Hammett en kcat per a la família 
d’ions N-glicosilpiridini és de -0.8 (en el gràfic en kcat/KM el pendent és de -0.9), mentre 
que per a la família d’aril β-D-galactopiranòsids és de -0.37 (en el gràfic en kcat/KM el 
pendent és de -0.39). Aquests pendents indiquen, d’una banda, que l’escissió d’enllaç 
C-X està molt avançada, com ho indiquen pendents propers a 1 en el cas dels ions N-
glicosilpiridini, i que en el cas dels aril β-D-galactopiranòsids es dóna aproximadament 
un terç de protonació en l’estat de transició. En el cas de la β-glucosidasa l’escàs 
pendent observat amb la família d’aril β-D-glucopiranòsids obliga a assegurar que la 
glicosidació sigui l’etapa determinant de la velocitat de reacció amb estudis 
complementaris. Una vegada comprovat que és així per efectes isotòpics d’α-deuteri, la 
diferència de pendents de -0.96 per a la hidròlisi dels ions d’N-β-D-
glucopiranosilpiridini i de -0.05 per als aril β-D-glucopiranòsids implica una protonació 
quasi completa a l’estat de transició per als O-glicòsids. Hi ha també altres formes 
d’establir el grau d’escissió d’enllaç C-O, però impliquen complementar els resultats 
obtinguts en les anàlisis de Hammett amb altres estudis cinètics. 

 
 

A3.3. Anàlisis complementàries que ajuden a la interpretació de les 
anàlisis de Hammett 
 
Les anàlisis de Hammett solen complementar-se amb estudis de cinètiques en estat 
preestacionari o estudis cinètics d’efectes isotòpics (generalment efectes d’α-deuteri).  
 
En aquest sentit, la informació que es pot obtenir amb les cinètiques en estat 
preestacionari permet determinar quina és l’etapa determinant de la velocitat de reacció, 
o bé permet discernir quan un mecanisme de reacció s’allunya del mecanisme bàsic 
proposat. La determinació dels efectes que produeix sobre la cinètica de reacció la 
substitució del protó situat en el carboni a C1 per un àtom de deuteri o triti donen 
informació molt valuosa sobre l’estructura de l’estat de transició que s’estigui estudiant. 
En aquest cas, ja s’ha de conèixer d’entrada quina és l’etapa determinant de la velocitat 
de reacció en la hidròlisi del substrat (que es coneix a través d’anàlisi de Hammett, 
cinètiques en estat preestacionari o efectes isotòpics d’18O, en què s’ha substituït 
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l’oxigen fenòlic pel seu isòtop). Els efectes isotòpics d’α-deuteri estan directament 
relacionats amb el canvi d’hibridació que té lloc en el carboni anomèric a l’estat de 
transició. S’ha comprovat que la hidròlisi espontània de glicòsids transcorre a través 
d’estats de transició amb un marcat caràcter oxocarbocatiònic [5, 6], i en el cas de la 
catàlisi catalitzada per glicosidases també s’han observat efectes isotòpics de gran 
magnitud (entre un 10-20%). Aquests valors són indicatius d’un canvi d’hibridació sp3 
→ sp2 a l’estat de transició, que s’interpreta com un elevat grau de trencament d’enllaç, 
ja que es relaciona directament el grau de canvi d’hibridació amb el grau de trencament 
d’enllaç. Per contra, els efectes isotòpics (ksubstrat/ksubstrat deuterat o kH/kD) propers a 1 
indiquen que no hi ha canvi d’hibridació en l’etapa determinant de la velocitat de 
reacció, ja sigui perquè l’etapa determinant de la velocitat de reacció no és una de les 
etapes catalítiques, o perquè es tracta d’un estat de transició molt inicial amb poc 
trencament d’enllaç i un elevat grau de preassociació amb el nucleòfil. El resultat dels 
efectes isotòpics d’α-deuteri en la cinètica d’hidròlisi d’un substrat per al que l’etapa 
determinant de la velocitat de reacció és l’etapa de glicosidació són complementaris als 
obtinguts a partir del pendent del gràfic de Hammett, ja que fan referència a l’escissió 
del mateix enllaç, però des de dos punts de vista diferents. Així, si es disposa dels 
resultats de tots dos tipus d’experiments es pot arribar a descriure l’estructura de l’estat 
de transició per a l’etapa de glicosidació. D’una banda, a partir dels resultats de les 
cinètiques en què es mesuren els efectes isotòpics s’estableix el grau de trencament 
d’enllaç i el nivell de preassociació amb el nucleòfil (s’estudia el desenvolupament de 
càrrega sobre el carboni anomèric), mentre que de l’altra, els resultats de les anàlisis de 
Hammett, una vegada establert el grau d’escissió d’enllaç C-O, permeten determinar el 
grau de cessió de protó per part de l’àcid general (s’estudia el desenvolupament de 
càrrega sobre l’oxigen de l’aglicona). 
 
 
A3.4. Exemples d’anàlisis de Hammett aplicades a glicosidases 
 
A continuació es descriuen un bon nombre de les anàlisis de Hammett aplicades a 
glicosidases que es poden trobar a la bibliografia i que conformen un mosaic força 
ampli dels diferents comportaments que s’han observat. En els diferents casos s’exposa 
la interpretació proposada pels autors i, en aquells casos que s’ha considerat adequat, es 
discuteix una interpretació alternativa. Generalment les anàlisis de Hammett realitzades 
amb glicosidases donen correlacions força acceptables entre el logaritme de la velocitat 
de reacció i el pKa o la σ del substituent, tot i que hi ha algunes excepcions. Els ajusts 
realitzats en les diferents figures es corresponen amb els presentats pels autors dels 
corresponents articles, i en els casos en què no s’ha realitzat cap ajust és per fidelitat 
amb els articles originals. 
 
 
A3.4.1. Gràfics de Hammett bifàsics en kcat 
 
A la figura A3.4 es presenten una sèrie d’exemples d’anàlisi de Hammett de diferents 
glicosidases que presenten un gràfic de Hammett en kcat bifàsic: a) β-glucosidasa 
d’Agrobacterium faecalis [7], b) β-glucosidasa de Flavobacterium meningosepticum 
[8], c) β-xilosidasa de Thermoanaerobacterium saccharolyticum [9], d) β-N-
acetilglucosaminidasa de Vibrio furnisii [10], i e) β-mannosidasa de Cellulomonas fimi 
[11]. 
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Figura A3.4. Anàlisis de Hammett de les glicosidases amb diferents famílies d’aril O-β-D-
glicòsids: a) β-glucosidasa d’Agrobacterium faecalis; b) β-glucosidasa de Flavobacterium 
meningosepticum; c) β-xilosidasa de Thermoanaerobacterium saccharolyticum; d) β-N-
acetilglucosaminidasa de Vibrio furnisii; e) β-mannosidasa de Cellulomonas fimi. En els gràfics 
de l’esquerra es representa el logaritme de la kcat enfront del pKa per a cada enzim, mentre que 
en els gràfics de la dreta es representa el logaritme de la kcat/KM enfront del pKa. Els ajusts 
realitzats en els gràfics són els que indiquen els autors dels corresponents articles. 
 
D’entrada, es pot assegurar que en tots els casos es tracta de glicosidases que presenten 
un intermedi de reacció, és a dir, glicosidases que actuen amb retenció de configuració, 
cosa que queda reflectida en la dependència en forma de gràfic bifàsic còncau 
descendent del logaritme de kcat amb el pKa de l’aglicona. Aquest fet també queda 
reflectit en comparar els gràfics de Hammett en kcat i en kcat/KM, que en representar 
etapes del mecanisme diferents per a alguns dels substrats, no presenten la mateixa 
aparença, com s’observa amb claredat en el cas de l’N-acetilglucosaminidasa de Vibrio 
furnisii [12].  
 
Analitzant amb més deteniment els gràfics de Hammett en kcat, es poden diferenciar 
clarament dues zones. Una primera zona que correspon als valors més elevats de pKa de 
les aglicones (que corresponen als pitjors grups sortints) i en què el logaritme de la 
constant de velocitat mostra una dependència amb el pKa de l’aglicona i una segona 
zona, a pKa més baixos (millors grups sortints), en què la velocitat de glicosidació ha 
augmentat de tal manera que ha deixat de ser l’etapa determinant de la velocitat de 
reacció. El pendent de la primera zona permet determinar que mentre que a l’estat de 
transició de l’etapa de glicosidació de la β-xilosidasa de Thermoanaerobacterium 
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saccharolyticum es dóna un grau de trencament d’enllaç molt elevat i molt poca 
protonació, amb un pendent de -0.97 (gràfic c de la figura A3.4),  a la  β-mannosidasa 
de Cellulomonas fimi, amb un pendent de -0.54 (gràfic e de la figura A3.4), hi ha menys 
desenvolupament de càrrega a l’oxigen de l’enllaç a escindir, ja sigui per un menor grau 
d’escissió d’enllaç o per una major aportació de catàlisi àcida. Per a les altres β-
glicosidases, amb pendents entre -0.7 i -0.8, es conclou que hi ha un elevat grau de 
desenvolupament de càrrega a l’estat de transició per a l’etapa de glicosidació. A 
continuació, en el gràfic de Hammett es passa per un punt d’inflexió, que a cada 
glicosidasa es dóna a un pKa diferent, i finalment s’arriba a una etapa en què el 
logaritme de la constant de velocitat deixa de ser dependent del pKa de l’aglicona. 
Aquesta manca de dependència pot ser deguda al fet que la desglicosidació passi a ser 
determinant de la velocitat de reacció, o be que ho sigui una etapa no-química, com pot 
ser un canvi conformacional o una etapa de dissociació de producte. La millor manera 
de diferenciar entre aquestes dues possibilitats és verificar que la desglicosidació passa a 
ser determinant de la velocitat de reacció ja sigui per l’obtenció de valors elevats en 
mesures d’efectes isotòpics cinètics d’α-deuteri; o per estudis de competència amb 
nucleòfils externs, en què, si la desglicosidació és l’etapa determinant de la velocitat de 
reacció, s’han d’obtenir valors de velocitat creixents amb la concentració del nucleòfil. 
Per a quatre dels enzims de la figura A3.4 es comprova que la desglicosidació és l’etapa 
determinant, en els casos de la β-xilosidasa i la β-mannosidasa mitjançant estudis de 
partició amb nucleòfils externs, i per a les dues β-glucosidases amb estudis d’efectes 
isotòpics. Amb la β-N-acetilglucosaminidasa la proposta que la desglicosidació passi a 
ser determinant de la velocitat de reacció per al substrat més activat es basa en el baix 
valor de la KM per a aquest substrat. El fet que en els gràfics de Hammett en kcat el canvi 
entre les dues fases sigui tan brusc també advoca a favor d’un canvi d’etapa catalítica 
com a etapa determinant de la velocitat de reacció [2]. 
 
Pel que fa als gràfics de Hammett en kcat/KM, el fet que el pendent obtingut amb els 
substrats menys reactius sigui molt similar al pendent per al gràfic de Hammett en kcat 
evidencia que, per a aquests substrats, l’etapa determinant de la velocitat de reacció és la 
glicosidació. D’altra banda, si bé la interpretació d’aquests tipus de gràfics de Hammett 
bifàsics en kcat resulta relativament senzilla, no passa el mateix amb els gràfics de 
Hammett en kcat/KM, en què l’explicació de la pèrdua de linealitat no és tan evident. 
L’explicació que sembla més senzilla és la proposada en el cas de la β-glucosidasa 
d’ametlla dolça [13], en què es planteja que a mesura que augmenta la velocitat de 
l’etapa de glicosidació, l’etapa determinant de la velocitat de reacció passa a ser l’etapa 
de formació del complex de Michaelis. La definició del paràmetre kcat/KM per a un 
mecanisme general de retenció de configuració és la següent: 
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              Equació A3.3. 

 
on les constants de velocitats k1 i k-1 corresponen a l’etapa de formació del complex de 
Michaelis i la k2 és la constant de velocitat de l’etapa de glicosidació. En el moment en 
què k2 >> k-1, la constant kcat/KM ≈ k1. Aquesta explicació va ser ràpidament acceptada i 
aplicada a altres glicosidases, com la β-glucosidasa d’Agrobacterium faecalis [7]. Ara 
bé, aquesta explicació només és vàlida en el cas que la velocitat de l’etapa de 
glicosidació assoleixi velocitats de l’ordre de la velocitat de límit difusional (108 s-1·M-

1). Això va fer que aquesta explicació, que s’havia generalitzat en un principi, deixés de 
ser aplicable a moltes glicosidases, i que es qüestionés la seva veracitat també en el cas 
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de la β-glucosidasa d’Agrobacterium faecalis (amb valors de kcat/KM de fins a 107 s-1·M-

1), ja que el gràfic de Hammett en kcat/KM per al mutant Tyr298Phe de la β-glucosidasa, 
presenta també la mateixa aparença bifàsica, però amb valors de kcat/KM que no superen 
els 104 s-1·M-1 [14]. 
 
En el cas de la β-xilosidasa de Thermoanaerobacterium saccharolyticum i de la β-
mannosidasa de Cellulomonas fimi, en què la velocitat de reacció està molt per sota del 
límit difusional es proposa un mecanisme alternatiu, que inclou una etapa 
d’alliberament de l’aglicona que es va fent més lenta com més àcida és aquesta. Per tal 
de desenvolupar la seva hipòtesi, prenen com exemple la β-glucosidasa d’ametlla dolça, 
en què s’ha postulat que les aglicones en forma d’anió fenolat tenen un comportament 
“enganxós” al centre actiu de l’enzim, i són millors inhibidors com més àcides són per 
l’establiment d’un pont d’hidrogen fort amb el residu que actua d’àcid general [15].  
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Figura A3.5. Mecanisme proposat per a la β-mannosidasa de Cellulomonas fimi per tal 
d’explicar el gràfic de Hammett bifàsic en kcat/KM. 
 
El fet d’introduir una etapa lenta a continuació de l’etapa de glicosidació els permet 
proposar la reversibilitat d’aquesta etapa per als substrats més reactius, de manera que 
com el paràmetre kcat/KM aporta informació de la reacció fins a la primera etapa 
irreversible, s’amplia el nombre d’etapes que poden tenir influència en el gràfic de 
Hammett en kcat/KM. Això porta al plantejament del mecanisme que es mostra a la figura 
A3.5 per a la β-mannosidasa de Cellulomonas fimi [11], en què l’etapa de glicosidació 
passa de ser reversible per als substrats més reactius a irreversible per als menys 
reactius. En el cas de la β-xilosidasa de Thermoanaerobacterium saccharolyticum es 
planteja un mecanisme similar, però no s’arriba a abordar la qüestió de si l’etapa 
d’alliberament d’aglicona es considera reversible. En qualsevol dels casos, aquest 
plantejament presenta una sèrie de punts febles que val la pena comentar: 
 
D’entrada, és discutible que pel fet d’introduir una etapa lenta després de l’etapa de 
glicosidació, aquesta es transformi en una etapa catalítica reversible, més enllà del pur 
formalisme. Per tal que això fos possible i sobretot cinèticament significatiu, la constant 
de velocitat de la reacció reversa a la glicosidació hauria de tenir una magnitud no 
menyspreable respecte de la velocitat d’hidròlisi de l’enllaç glicosídic, i en base a 
l’excel·lència d’aquests enzims com a catalitzadors, aquesta assumpció sembla 
exagerada. A més, se suposa que aquest canvi es dóna de forma brusca dins d’una 
família de substrats que només difereixen en l’estructura electrònica de la seva aglicona 
(família de fenols substituïts amb grups acceptors de càrrega), i que la reacció reversa 
(que és un atac nucleofílic sobre el complex glicosil-enzim) passa a ser important 
precisament per a les aglicones menys nucleòfiles de la sèrie. 
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Una altra qüestió a considerar, és que el mecanisme al què es recorri per tal d’interpretar 
l’anàlisi de Hammett en kcat/KM també ha de ser capaç d’explicar l’anàlisi de Hammett 
en kcat. Tant per a la β-xilosidasa de Thermoanaerobacterium saccharolyticum com per 
a la β-mannosidasa de Cellulomonas fimi s’ha comprovat que l’etapa determinant de la 
velocitat de reacció per als substrats més reactius és l’etapa de desglicosidació. De 
manera que, considerant una etapa d’alliberament d’aglicona reversible, els dos gràfics 
de Hammett haurien de ser iguals, perquè estarien donant informació sobre les mateixes 
etapes catalítiques: la glicosidació en el cas dels substrats menys reactius i la 
desglicosidació per a la resta (mecanismes superiors de la figura A3.6). En el cas de la 
β-mannosidasa podria arribar a acceptar-se que els dos gràfics són molt semblants, però 
en el cas de la β-xilosidasa el pendent del gràfic de Hammett en kcat/KM per als substrats 
més reactius és clarament diferent de 0. L’única combinació que podria explicar els 
resultats en el cas de la β-xilosidasa és que es consideri que l’etapa d’alliberament de 
l’aglicona sigui una etapa irreversible (mecanismes inferiors de la figura A3.6), de 
manera que mentre que al gràfic de Hammett en kcat quedin reflectides les etapes de 
glicosidació i desglicosidació en el gràfic de Hammett en kcat/KM quedin reflectides les 
etapes de glicosidació i la d’alliberament de l’aglicona. Ara bé, s’ha de tenir present que 
aquesta opció considera com irreversible una etapa no-química, de dissociació d’un 
producte de reacció, i com a reversible, una etapa de transformació química; justament 
al contrari del que està generalment acceptat en enzimologia. 
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Figura A3.6. Possibles mecanismes per a una glicosidasa que actua amb retenció de 
configuració, afegint una etapa lenta d’alliberament d’aglicona. Es proposen quatre possibilitats 
en funció de si les etapes de glicosidació i d’alliberament d’aglicona són reversibles o 
irreversibles. 
 
Veient que la proposta dels autors per tal d’explicar els resultats de les anàlisis de 
Hammett de la β-xilosidasa de Thermoanaerobacterium saccharolyticum i la β-
mannosidasa de Cellulomonas fimi és, en el millor dels casos, molt qüestionable, 
s’estudia una altra possibilitat. El fet que els gràfics de Hammett en kcat i en kcat/KM 
siguin diferents només pot explicar-se en base a una etapa que està reflectida en el terme 
kcat/KM i no en el terme kcat, i aquesta etapa pot estar perfectament relacionada amb la 
formació del complex de Michaelis. Si bé la difusió del substrat dins del centre actiu no 
pot passar a ser determinant de la velocitat de reacció per una qüestió de magnituds 
relatives, com comenten els autors dels articles, sí es pot donar un canvi conformacional 
posterior a la unió, ja sigui de l’enzim, del substrat, o del complex enzim substrat, que 
faci alentir la velocitat de formació del complex de Michaelis, i passi a ser determinant 
de la velocitat de reacció per als substrats més activats. Aquesta etapa en ser anterior a 
l’etapa de glicosidació no quedaria reflectida en el gràfic de Hammett en kcat, i per 
contra podria marcar la diferència entre els dos gràfics de Hammett. 
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A3.4.2. Gràfics de Hammett monofàsics en kcat 
 
A la figura A3.7 es presenten una sèrie d’exemples d’anàlisis de Hammett de diferents 
glicosidases que actuen amb retenció de configuració i presenten un gràfic de Hammett 
en kcat monofàsic: a) exoglucanasa/xilanasa de Cellulomonas fimi (Cex) [16], b) α-1,4-
glucanliasa de Gracilariopsis [17], c) neuraminidasa de Vibrio cholerae [18], d) β-
xilosidasa de Trichoderma koningii G-39 [19], e) neuraminidasa del virus de la grip A 
[20], i f) neuraminidasa de Salmonella typhimurium [12]. En aquests gràfics es donen 
nivells de correlació entre els paràmetres força diferents i es pot observar gran diversitat 
de comportaments.  
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Figura A3.7. Anàlisis de Hammett de diverses glicosidases amb diferents famílies d’aril O-β-D-
glicòsids a excepció del cas de la neuraminidasa de Salmonella typhimurium en què les anàlisis 
de Hammett es realitzen amb una família d’ions N-(α-D-N-acetilneuraminil)piridini i de l’α-1,4-
glucanliasa que hidrolitza aril α-D-glucòsids: a) exoglucanasa/xilanasa de Cellulomonas fimi 
(Cex); b) α-1,4-glucanliasa de Gracilariopsis; c)  neuraminidasa de Vibrio cholerae; d) β-
xilosidasa de Trichoderma koningii G-39; e) neuraminidasa del virus de la grip A; f) 
neuraminidasa de Salmonella typhimurium. En els gràfics de l’esquerra es representa el 
logaritme de la kcat enfront del pKa de l’aglicona per a cada enzim, mentre que en els gràfics de 
la dreta es representa el logaritme de la kcat/KM enfront del mateix pKa. Els ajusts realitzats en els 
gràfics són els que indiquen els autors dels corresponents articles, en els casos en què no s’ha 
realitzat cap ajust és per fidelitat amb els articles originals. 
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En els tres primers exemples, l’exoglucanasa/xilanasa de Cellulomonas fimi (Cex), l’α-
1,4-glucanliasa de Gracilariopsis i la neuraminidasa de Vibrio cholerae, s’observen 
gràfics de Hammett en què tant el logaritme de la kcat com el de la kcat/KM mostren una 
dependència amb el pKa de l’aglicona del substrat. En el cas de la Cex i de l’α-1,4-
glucanliasa el pendent del gràfic en kcat i en kcat/KM és el mateix, de -1 per a 
l’exoglucanasa i de -0.3 per a l’α-1,4-glucanliasa, indicatiu que els dos paràmetres fan 
referència al mateix procés, que és l’etapa de glicosidació. La diferència en el valor del 
pendent indica que mentre a l’exoglucanasa l’estat de transició d’aquesta etapa presenta 
un grau d’escissió d’enllaç molt elevat i poca protonació per part del residu que actua 
com a àcid general, en el cas de l’α-1,4-glucanliasa, en què es comprova amb efectes 
isotòpics d’α-deuteri que a l’estat de transició també es dóna una escissió d’enllaç 
elevat, el baix valor del pendent obtingut és indicatiu de l’elevat grau de catàlisi àcida.  
 
El cas de la neuraminidasa de Vibrio cholerae és una mica diferent, ja que el pendent 
del gràfic de Hammett en kcat i en kcat/KM és diferent (gràfics c de la figura A3.7). 
Mentre que el pendent del gràfic en kcat/KM és de -0.73, el pendent en kcat és de -0.25, 
amb una bona correlació dels resultats en els dos casos. El fet que el pendent en el gràfic 
en kcat/KM, que amb tota probabilitat reflecteix l’etapa de glicosidació, sigui de -0.73 
indica que hi ha un considerable desenvolupament de càrrega en l’estat de transició en 
aquesta etapa. Per tal d’explicar la diferència de pendent observada en el gràfic de 
Hammett en kcat es podria pensar en què l’etapa de glicosidació no és totalment 
determinant de la velocitat de la reacció, i que la desglicosidació o altres etapes no-
covalents (canvis conformacionals o etapes d’alliberament de producte) siguin 
parcialment determinants de la velocitat de reacció. Ara bé, una sèrie d’experiments 
d’efectes isotòpics sobre kcat i kcat/KM descarten la hipòtesi anterior i ratifiquen que 
l’etapa de glicosidació és l’etapa determinant de la velocitat de reacció tant en kcat com 
en kcat/KM, i que hi ha un elevat grau d’escissió d’enllaç. Així doncs, els autors 
atribueixen aquesta disminució en el pendent del gràfic de Hammett en kcat a una 
possible interacció entre el sistema π de l’aglicona i algun grup aniònic de l’enzim.  La 
pregunta al respecte és: per què aquesta mateixa interacció no es veu en el gràfic de 
Hammett en kcat/KM, si en els dos casos s’està fent referència a la mateixa etapa de 
reacció? 
 
El gràfic de Hammett en kcat per a la β-xilosidasa de Trichoderma koningii G-39 és un 
exemple clar de manca de dependència entre el logaritme de la constant cinètica de 
primer ordre i el pKa de l’aglicona (gràfics d de la figura A3.7). Aquesta manca de 
dependència en un gràfic monofàsic pot indicar que l’etapa de glicosidació és 
determinant de la velocitat de reacció, però amb un nivell de protonació per part de 
l’àcid general pràcticament total, de manera que compensa la densitat de càrrega 
negativa que es desenvolupa a l’oxigen fenòlic; que la desglicosidació és l’etapa 
determinant de la velocitat de reacció; o alternativament, que la velocitat de reacció es 
regeix per una etapa no-covalent. En aquest cas es pot descartar el fet que la 
glicosidació sigui l’etapa determinant de la velocitat de reacció ja que en el gràfic de 
Hammett en kcat/KM, encara que d’una forma bastant dispersa, s’observa una 
dependència de la constant cinètica de segon ordre amb el pKa de l’aglicona. En aquest 
cas, a través d’experiments de competència amb nucleòfils externs s’arriba a la 
conclusió que l’etapa determinant de la velocitat de reacció és la desglicosidació. Un 
altre cas similar a aquest és el de l’N-acetilglucosaminidasa de Streptomyces plicatus, 
amb un gràfic de Hammett en kcat bàsicament pla, i un gràfic en kcat/KM amb un pendent 
de -0.29 [10] o el de la β-xilosidasa d’Aspergillus awamori, per a la que tant el gràfic de 
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Hammett en kcat com en kcat/KM són plans [21].  En el primer cas, es determina que la 
desglicosidació és l’etapa determinant de la velocitat de reacció a través d’estudis 
d’efectes isotòpics, i en el segon per competència amb nucleòfils externs.  
 
Ara bé, no s’ha de pensar que la majoria dels casos en què no s’observa dependència 
entre el logaritme del paràmetre kcat i el pKa de l’aglicona són indicatius d’una 
desglicosidació limitant de la velocitat de reacció. Per exemple, l’activitat sacarasa i 
l’activitat isomaltasa de la sacarasa-isomaltasa de l’intestí prim de conill [22], presenten 
valors de pendents molt baixos per als gràfics de Hammett tant en kcat com en kcat/KM, 
del mateix ordre de magnitud dels obtinguts en la catàlisi àcida específica d’α- i β-
glucòsids [23, 24]. El cas de l’α-L-arabinofuranosidasa de Monilinia fructigena amb 
pendents de -0.11 per al gràfic de Hammett en kcat i de -0.16 en kcat/KM és similar [25]. 
A través d’efectes isotòpics s’ha comprovat que per a les tres activitats enzimàtiques 
esmentades, l’etapa determinant de la velocitat de reacció és l’escissió de l’enllaç C-O 
del glicòsid i que l’estat de transició té un elevat caràcter oxocarbocatiònic. El conjunt 
dels resultats només deixa com a possible l’opció que tant els gràfics de Hammett en kcat 
com en kcat/KM estiguin reflectint l’etapa de glicosidació, i que en aquesta, la protonació 
de l’oxigen glicosídic sigui pràcticament total a l’estat de transició. 
 
A l’apartat e de la figura A3.7 es mostren les anàlisis de Hammett per a la 
neuraminidasa del virus de la grip A. Els pendents dels gràfics en kcat i kcat/KM són de     
-0.11 i -0.46, respectivament. A l'igual del que passa amb la neuraminidasa de Vibrio 
cholerae els pendents dels dos gràfics no coincideixen, tot i que en aquest cas el fet que 
el pendent del gràfic en kcat sigui tan baix i la correlació dels resultats no sigui tan bona 
posa en dubte que la glicosidació sigui l’etapa determinant de la velocitat de reacció en 
kcat. S’observen efectes isotòpics d’18O en kcat/KM, però no en kcat, cosa que indica que 
l’etapa determinant de la velocitat de reacció en kcat/KM és l’etapa de glicosidació, com a 
mínim parcialment, però que aquesta no és l’etapa que se segueix en kcat. El conjunt de 
resultats obtinguts a partir de diferents experiments d’efectes isotòpics porten a postular 
que, en aquest cas, l’etapa determinant de la velocitat de reacció és un canvi 
conformacional posterior a l’escissió de l’enllaç glicosídic. De fet els autors proposen 
que el canvi conformacional del que parlen és el canvi basat en la reversibilitat 
microscòpica que s’ha de donar en una glicosidasa que actua amb retenció de 
configuració. Així proposen que després de l’etapa de glicosidació es dóna un canvi 
conformacional invers al canvi que es dóna en formar el complex de Michaelis en el que 
es passa de la conformació del sucre en estat fonamental, de 2C5, a la conformació B2,5 
observada per al complex enzim-substrat [26]. Tots aquests resultats porten al 
plantejament d’un mecanisme enzimàtic en què els canvis conformacionals de diferents 
complexos enzim-lligand prenen un paper determinant en la velocitat de la reacció.  
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Figura A3.8. Mecanisme proposat per a l’activitat hidrolítica de la neuraminidasa del virus de 
la grip A. Es postula que les etapes de canvi conformacional, com a mínim la descrita per les 
constants cinètiques k5 i k-5, és significativa a nivell cinètic. 
 
El mecanisme global, esquematitzat a la figura A3.8, implica que a continuació de la 
unió enzim-substrat es dóna un canvi conformacional del complex, que l’apropa més a 
l’estructura de l’estat de transició; a continuació es donen les dues etapes catalítiques, 
que van seguides per un canvi conformacional del complex enzim-producte abans de 
l’alliberament del segon producte de la reacció. És aquest segon canvi conformacional 
el que els autors proposen que sigui el determinant de la velocitat de reacció en kcat. 
 
Les anàlisis de Hammett realitzades sobre el mateix enzim amb una família d’ions N-(α-
D-N-acetilneuraminil)piridini descriuen uns pendents en kcat i kcat/KM de 0.17 i 0, 
respectivament [27]. Donat que amb aquests compostos no es dóna la catàlisi àcida i 
que els valors de kcat/KM són de l’ordre de 104 M-1·s-1, es poden descartar tant una 
glicosidació limitant de la velocitat de reacció com una etapa d’unió enzim-substrat 
limitant en kcat/KM. De fet el mecanisme proposat a partir de la hidròlisi dels aril N-α-
acetilneuramínids encaixa a la perfecció amb un canvi conformacional previ a l’etapa de 
glicosidació, que és el que defineix la velocitat en el terme kcat/KM, i un altre després de 
l’etapa de desglicosidació que determina la velocitat en kcat. També entra dins del que és 
d’esperar que amb aquests compostos les etapes de canvi conformacional prenguin un 
paper més rellevant, ja que la seva llibertat rotacional és inferior a la dels aril anàlegs 
(figura A3. 9). 
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Figura A3.9. Estructura de les dues famílies de substrats amb les que s’han realitzat les anàlisis 
de Hammett de la neuraminidasa del virus de la grip A esmentades en el text: ions N-(α-D-N-
acetilneuraminil)piridini (esquerra) i aril α-D-N-acetilneuramínids (dreta). 
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Fent servir també una família d’ions N-(α-D-N-acetilneuraminil)piridini es realitzen 
anàlisis de Hammett amb una sèrie de neuraminidases. Un exemple és la neuraminidasa 
de Salmonella typhimurium que es presenta com subapartat f a la figura A3.7 o el de la 
neuraminidasa de Clostridium perfringens [12]. Per a cap dels dos enzims els pendents 
dels gràfics de Hammett en kcat i en kcat/KM són gaire importants. Basant-se en el fet que 
els pendents dels gràfics en kcat i en kcat/KM siguin tan similars els autors proposen que 
els dos paràmetres estan reflectint la mateixa etapa. Com treballant amb ions N-(α-D-N-
acetilneuraminil)piridini aquesta etapa no pot ser la glicosidació, ja que no es dóna la 
catàlisi àcida, proposen que, per als dos enzims, l’etapa determinant de la velocitat de 
reacció deu ser un canvi conformacional anterior a l’etapa de glicosidació. Generalment 
s’assumeix que els canvis conformacionals són reversibles, de manera que a les 
conclusions dels autors s’hauria d’afegir que molt possiblement es donen dos canvis 
conformacionals diferents, un anterior a l’etapa de glicosidació, que és el que es veuria 
reflectit en el gràfic de Hammett en kcat/KM, i un altre en algun moment posterior a 
aquesta etapa, que seria el que s’observaria en el gràfic de Hammett en kcat. Només amb 
un canvi conformacional reversible anterior a l’etapa de glicosidació no es pot explicar 
el gràfic de Hammett en kcat. 
 
 
A3.4.3. Anàlisis de Hammett amb resultats no convencionals 
 
Entre les anàlisis de Hammett que se surten dels exemples anteriors i donen gràfics de 
Hammett d’interpretació més difícil o menys convencional es troba el cas de la β-
galactosidasa lacZ d’Escherichia coli. Aquest enzim presenta cinètiques monofàsiques 
de pendents elevats en la hidròlisi de sals d’N-β-D-galactopiranosil piridini [28], i d’una 
família de diferents alquil β-D-galactopiranòsids [29] (figura A3.10). Ara bé, quan les 
cinètiques s’han realitzat amb una família d’aril β-D-galactopiranòsids, el gràfic de 
Hammett en kcat presenta un aspecte complicat sense una dependència clara amb 
l’acidesa del grup sortint [30] (figura A3.11). 
 

 
 
Figura A3.10. Anàlisis de Hammett en kcat i en kcat/KM de la β-galactosidasa lacZ d’Escherichia 
coli, amb dues famílies de substrats diferents. En els gràfics es representa el logaritme de la 
constant kcat enfront del pKa de l’aglicona (esquerra) i el logaritme de la constant kcat/KM enfront 
del pKa de l’aglicona (dreta) amb dues famílies de substrats diferents: (▲) ions N-β-D-
galactopiranosil piridini, i diferents alquil β-D-galactopiranòsids (●). 
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Figura A3.11. Anàlisis de Hammett en kcat i en kcat/KM de la β-galactosidasa lacZ d’Escherichia 
coli, amb una família d’aril β-D-galactopiranòsids. En els gràfics es representa el logaritme de la 
constant kcat enfront del pKa de l’aglicona (esquerra) i el logaritme de la constant kcat/KM enfront 
del pKa de l’aglicona (dreta).  
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Figura A3.12. Estructura de les tres famílies de substrats amb les que s’han realitzat les anàlisis 
de Hammett de la β-galactosidasa lacZ d’Escherichia coli esmentades en el text: sals d’N- 
β-D-galactopiranosil piridini (esquerra), d’aril β-D-galactopiranòsids (centre) i d’alquil β-
D-galactopiranòsids (dreta). 
 
L’anàlisi de Hammett complex en el cas dels aril β-D-galactopiranòsids es complementa 
amb una sèrie de resultats d’efectes isotòpics d’α-deuteri que varien dins del marge de 
1.00 per als substrats menys reactius fins a 1.25 per a la hidròlisi de l’intermedi 
covalent. Aquests resultats d’efectes isotòpics no són aplicables al mecanisme bàsic de 
retenció de configuració en dues etapes, en què com a màxim s’esperarien dos valors 
d’efectes isotòpics (un per a cada etapa, en el cas d’observar-se un canvi d’etapa 
determinant de la velocitat de reacció) que a més, en base al principi de reversibilitat 
microscòpica, no serien especialment diferents. Així doncs, proposen un mecanisme que 
inclou una etapa de canvi conformacional posterior a l’etapa d’unió, que seria l’etapa 
determinant de la velocitat de reacció per als substrats menys reactius, i que quadraria 
amb valors d’efectes isotòpics d’α-deuteri propers a la unitat. D’altra banda, un canvi 
conformacional com el proposat podria explicar que la correlació entre els resultats en 
el gràfic de Hammett sigui tan dolenta, ja que amb un canvi conformacional jugant un 
paper significatiu en la velocitat de reacció els efectes electrònics, per ells mateixos, no 
podrien explicar els resultats. Els autors proposen que el canvi conformacional serveixi 
per orientar correctament els residus catalítics per tal facilitar la hidròlisi, i que en el cas 
de les altres famílies de substrats, en què les anàlisis de Hammett són monofàsiques, o 
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bé no es dóna el canvi conformacional perquè els residus catalítics ja es troben orientats 
de forma adequada, o bé el canvi conformacional és molt més ràpid que l’etapa de 
glicosidació. Tot i que no s’esmenta de forma explícita, en aquesta explicació 
s’assumeix que els diferents aril β-D-galactopiranòsids no s’uneixen de la mateixa 
manera al centre actiu de l’enzim, ja que la correcta orientació dels residus catalítics 
envers el substrat només sembla ser una etapa lenta en el cas dels substrats menys 
reactius, i per als substrats més reactius deixa de tenir un paper cinèticament 
significatiu. D’altra banda, aquesta explicació només és aplicable per al gràfic de 
Hammett en kcat/KM, ja que l’etapa de canvi conformacional suggerida no afectaria la 
kcat, a no ser que s’accepti que es dóna un canvi conformacional similar posterior a 
l’etapa de glicosidació. 
 
Amb les α-glucosidases de llevat de cervesa (Saccharomyces cerevisiae) [31] i de 
flequer (Saccharomyces italicus) [3] tampoc s’obtenen bones correlacions entre els 
resultats en les anàlisis de Hammett. En el primer cas només s’esmenta que els grups 
electronegatius podrien afavorir lleugerament la hidròlisi, però la dispersió dels resultats 
és massa important per tal d’anar més lluny en la seva interpretació (figura A3.13).  
 

 
Figura A3.13. Anàlisi de Hammett en kcat de l’α-glucosidasa de llevat de cervesa. En el gràfic 
es representa el logaritme de la constant kcat enfront del pKa de l’aglicona. 
 
Per a l’enzim de llevat de flequer es realitzen cinètiques tant amb aril α-D-
glucopiranòsids com amb sals d’N-α-D-glucopiranosilpiridini (figura A3.14). En el cas 
d’aquesta darrera família de substrats, el gràfic de Hammett en kcat amb un pendent de    
-0.61 indica que l’etapa determinant de la velocitat de reacció per a aquests substrats és 
l’escissió de l’enllaç C-O. Ara bé, tant els gràfics de Hammett en kcat/KM per a les dues 
famílies de substrats com el gràfic de Hammett en kcat per als aril α-D-glucopiranòsids 
indiquen que, en aquests casos, l’etapa determinant de la velocitat de reacció és una 
etapa no-covalent. Aquests resultats es complementen amb cinètiques en què s’avaluen 
els efectes isotòpics d’18O, i α- i β-deuteri tant en kcat com en kcat/KM, que porten a la 
conclusió que l’etapa determinant en la hidròlisi dels aril α-D-glucopiranòsids és un 
canvi conformacional posterior a la unió enzim-substrat, que té com a resultat que 
l’anell de piranosa passi d’una conformació de cadira a l’estat fonamental a adoptar la 
conformació de 2,5B a l’estat de transició. 
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Figura A3.14. Anàlisis de Hammett en kcat i en kcat/KM de l’α-glucosidasa de llevat de flequer 
amb una família d’aril α-D-glucopiranòsids (●) i una altra de sals d’N-α-D-gluco-
piranosilpiridini (▲). En els gràfics es representa el logaritme de la constant kcat enfront del pKa 
de l’aglicona (esquerra) i el logaritme de la constant kcat/KM enfront del pKa de l’aglicona 
(dreta).  
 
El fet que la conformació adoptada per l’anell de piranosa en les sals d’N-α-D-
glucopiranosilpiridini a l’estat fonamental sigui de tipus cadira distorsionada, 
segurament 1S3 (figura A3.15), més propera a la conformació de bot que postulen que 
adopta l’estat de transició, seria la causa que per a aquests substrats el canvi 
conformacional sigui més ràpid que no en el cas dels aril α-D-glucopiranòsids. A 
aquesta interpretació donada pels autors s’ha d’afegir que, d’igual manera que s’ha 
comentat en el cas de les neuraminidases de Salmonella typhimurium i de Clostridium 
perfringens, aquest canvi conformacional proposat o es tracta d’una etapa irreversible, 
de manera que quedi reflectit tant en kcat com en kcat/KM o bé en el mecanisme de 
reacció es dóna més d’un canvi conformacional, un anterior a l’etapa de glicosidació i 
un altre posterior a la mateixa, com es postula per a la β-galactosidasa lacZ 
d’Escherichia coli. 
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Figura A3.15. Conformació adoptada en solució per les sals d’N-α-D-glucopiranosilpiridini 
(esquerra) i els aril α-D-glucopiranòsids (dreta). 
 
Tant per al lisozim de clara d’ou com per a la β-glucuronidasa lisosomal del fetge de 
rata es fan cinètiques amb una família d’aril O-β-D-glicòsids amb substituents donadors 
i acceptors de càrrega. En els dos casos s’obtenen gràfics de Hammett en kcat enfront de 
la σ del substituent bifàsics, amb una curvatura còncava ascendent i on el canvi de 
pendent es dóna exactament a la sigma corresponent al fenol no substituït (figura A3.16 
i A3.19). En enzimologia no solen observar-se aquest tipus de gràfics de Hammett, però 
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en química orgànica són freqüents, i la interpretació que se’n fa és que els dos grups de 
substrats reaccionen a través de mecanismes diferents [32]. 
 

 
 
Figura A3.16. Anàlisi de Hammett en kcat i en kcat/KM per al lisozim de clara d’ou amb una 
família d’aril O-(β-di-N-acetilquitobiòsids) amb substituents donadors i acceptors de càrrega. En 
els gràfics es representa el logaritme del paràmetre kcat enfront de la sigma del grup sortint 
(esquerra) i el logaritme del paràmetre kcat/KM enfront de la sigma del grup sortint (dreta). 
 
El lisozim de clara d’ou ha estat un enzim molt estudiat a nivell de mecanisme, i s’han 
realitzat diverses anàlisis de Hammett amb diferents grups de substrats. Al 1967 Lowe 
et al. [33] realitzen una anàlisi amb una família d’aril O-(β-di-N-acetilquitobiòsids) amb 
substituents acceptors de càrrega, més tard Ballardie et al. [34] fan el mateix i inclouen 
substrats amb grau de polimerització superior. En aquests casos les anàlisis de Hammett 
en kcat i en kcat/KM són lineals i amb pendent positiu enfront de la sigma del substituent. 
Al 1969 Tsai et al. fan una altra anàlisi de Hammett amb aril O-(β-di-N-
acetilquitobiòsids) però en aquest cas inclouen en l’anell fenòlic substituents tant 
acceptors com donadors de càrrega, obtenint com a resultat el gràfic de Hammett en kcat 
que es mostra a la figura A3.16 [32].  
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Figura A3.17. Estructura bàsica dels aril O-(β-di-N-acetilquitobiòsids) emprats en les anàlisis 
de Hammett del lisozim de clara d’ou. 
 
En aquest cas complementen els resultats amb estudis d’efectes isotòpics d’α-deuteri en 
les cinètiques de reacció, i observen que mentre que els substrats en què les aglicones 
tenen grups acceptors de càrrega presenten efectes isotòpics, els que tenen grups 
donadors, no en presenten. Aquests resultats donen suport a dos mecanismes diferents 
per als dos grups de substrats. Els autors proposen que mentre que els substrats amb 
grups donadors de càrrega presenten un estat de transició en què la protonació es troba 
molt avançada, els substrats que tenen grups acceptors, faciliten l’atac nucleofílic. Al 
1997 es torna a reprendre el tema, i després de comprovar que la hidròlisi de les dues 
famílies de substrats té lloc al mateix centre actiu, es dóna una explicació dels resultats 
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en base a les diferents formes d’unió al centre actiu que poden tenir les dues famílies de 
substrats [35], que complementa l’explicació basada en els efectes electrònics del 
substrat (figura A3.18). Així, a partir del modelatge molecular del complex enzim-
substrat per a un substrat de cada família s’arriba a la conclusió que probablement la 
plasticitat estructural del lisozim [36] permet induir canvis conformacionals diferencials 
en la unió de les dues famílies de substrat. En unir el substrat els dos residus catalítics se 
separen per tal d’acomodar-lo, i es comprova que el substrat amb grup donador de 
càrrega afavoreix la protonació ja que situa l’oxigen glicosídic més a prop del grup àcid 
general, i amb una orientació més adequada, que no el substrat amb grup acceptor de 
càrrega, que afavoreix més l’estabilització de l’ió oxocarbocatiònic per part del 
nucleòfil per situar-se més a prop del mateix.  
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Figura A3.18. Mecanismes proposats per tal d’explicar les anàlisis de Hammett per al lisozim 
de clara d’ou, que implica un canvi de mecanisme en funció del caràcter de cessor o acceptor de 
càrrega del substituent del grup fenil i de la proximitat a un o altre residu catalític en la unió del 
substrat. 
 
Per tal d’explicar els resultats de les anàlisis de Hammett per a la β-glucuronidasa 
(figura A3.19) es proposa un mecanisme similar, en què es doni un estira i arronsa entre 
la catàlisi àcida i l’atac nucleofílic, de manera que l’estructura de l’estat de transició 
canvia a mesura que canvia l’estructura electrònica dels substrats [37]. Amb els 
substrats que tenen substituents donadors de càrrega hi ha més protonació, ja que 
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l’oxigen anomèric és més bàsic, i la protonació està afavorida sobre l’atac nucleofílic. 
Per contra, quan els substituents són acceptors de càrrega, l’oxigen anomèric és menys 
bàsic i predomina l’atac nucleofílic. D’aquesta forma el que s’observa tant en el gràfic 
de Hammett en kcat com en el de kcat/KM és l’etapa de glicosidació dels diferents 
substrats, com també han demostrat a través d’experiments d’efectes isotòpics de 
dissolvent en la cinètica de la reacció. 
 

 
Figura A3.19. Anàlisi de Hammett en kcat i en kcat/KM per a la β-glucuronidasa lisosomal de 
fetge de rata amb una família d’àcids aril β-D-glucopiranosidurònics amb substituents donadors 
i acceptors de càrrega. En els gràfics es representa el logaritme del paràmetre kcat enfront de la 
sigma del grup sortint (esquerra) i el logaritme del paràmetre kcat/KM enfront de la sigma del 
grup sortint (dreta). 
 
 
A3.5. Anàlisis de Hammett aplicades a mutants de glicosidases 
 
Les anàlisis de Hammett també s’han aplicat a enzims que han estat mutats en residus 
del centre actiu per tal d’avaluar la influència de les mutacions en el mecanisme 
enzimàtic. Les mutacions més estudiades són aquelles en què s’ha mutat algun dels 
residus catalítics. S’espera que les mutacions en el residu que actua d’àcid/base general 
en les glicosidases que actuen amb retenció de configuració afectin les dues etapes. 
Mentre que l’efecte de la mutació en l’etapa de desglicosidació és el mateix per a tots 
els substrats amb la mateixa part glicònica, ja que afecta l’intermedi de reacció, l’efecte 
en l’etapa de glicosidació, on el que s’està realitzant és eliminar la catàlisi àcida, depèn 
molt de la naturalesa del substrat, essent mínim per a substrats amb bons grups sortints 
(pKa de l’aglicona baix) i màxim per als substrats menys reactius (pKa de l’aglicona alt). 
De fet, la diferent resposta dels diversos substrats enfront a la mutació permet establir 
les diferents contribucions del residu àcid general en l’etapa de glicosidació. Per a 
aquells substrats que no necessiten catàlisi àcida, la disminució de la velocitat (que no 
és gaire important) aporta informació del paper que juga aquest residu en l’estabilització 
de l’estat de transició, mentre que la disminució de velocitat per als substrats que 
requereixen de catàlisi àcida (que sol ser elevada) dóna idea de la importància d’aquest 
residu en el seu paper de cessor de protons [38]. D’altra banda, a priori sembla que els 
efectes de mutar el nucleòfil hagin d’afectar només l’etapa de glicosidació, en què 
aquest realitza l’atac sobre el carboni anomèric, però no s’ha d’oblidar que a l’etapa de 
desglicosidació el nucleòfil passa a ser el grup sortint.  
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En el cas de nombroses glicosidases, en mutar el residu que actua d’àcid/base general 
per un residu neutre s’ha observat que el desenvolupament de càrrega que es genera en 
l’oxigen fenòlic és molt superior al de l’enzim salvatge, consistent amb l’absència de 
catàlisi àcida (figura A3.20). Per exemple, a l’exoglucanasa/xilanasa de Cellulomonas 
fimi el pendent del gràfic de Hammett en kcat/KM passa de -0.3 per a l’enzim salvatge 
[16] a -1 en el mutant E127A [39]; a la β-xilosidasa de Geobacillus stearothermophilus 
T-6, el pendent passa de ser pràcticament 0 per a l’enzim salvatge a -1 en el cas del 
mutant D495G [40]; un cas similar s’ha observat amb l’α-L-arabinofuranosidasa de 
Geobacillus stearothermophilus T-6 [41, 42] en què el pendent per a l’enzim salvatge és 
de -0.3 mentre que per al mutant E175A és de -1.3 (figura A3.20). Altres casos similars 
són els de l’O-β-N-acetilglucosaminidasa humana [43], la β-xilosidasa de Bacillus 
stearothermophillus [44] i la sialidasa de Micromonospora viridifaciens [45]. 
 

 
Figura A3.20. Anàlisi de Hammett en kcat/KM per a l’enzim salvatge (●) i el mutant E175A (▲) 
de l’α-L-arabinofuranosidasa de Geobacillus stearothermophilus T-6. En el gràfic es representa 
el logaritme de la kcat/KM enfront del pKa de l’aglicona. 
 
En base al mateix principi s’observa que en l’anàlisi de Hammett en kcat/KM d’una O-N-
acetilglucosaminidasa humana realitzat amb una família de tioglicòsids (compostos en 
les que l’àtom de sofre és més difícil de protonar) el pendent és de –0.93, mentre que 
fent servir una família d’O-glicòsids el pendent és de –0.11 [46].  
 
En un altre ordre, l’efecte provocat per la mutació en l’etapa de desglicosidació a través 
de cinètiques en estat estacionari només es pot comprovar en aquells casos en què es 
disposa de substrats per als que aquesta etapa sigui la determinant de la velocitat de 
reacció. Per exemple, en el cas de la β-glucosidasa d’Agrobacterium faecalis s’ha 
comprovat que, en mutar el residu que actua d’àcid/base general per un residu neutre, la 
disminució de la velocitat per a l’etapa de desglicosidació és de l’ordre de 103 vegades, i 
s’ha observat que en general per a aquest enzim l’etapa de desglicosidació es veu més 
afectada per la mutació que no pas la de glicosidació [47], ja que augmenta el nombre 
de substrats per als que la desglicosidació és l’etapa determinant de la velocitat de 
reacció respecte de l’enzim salvatge [7]. En el cas de la β-xilosidasa de 
Thermoanaerobacterium saccharolyticum passa just el contrari, i amb una disminució 
en k3 de 8 vegades la glicosidació passa a ser determinant de la velocitat de reacció per a 
una sèrie de substrats per als que en l’enzim salvatge ho és l’etapa de desglicosidació 
[48] (figura A3.21).  
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Figura A3.21. Anàlisi de Hammett en kcat de l’enzim salvatge (●) i el mutant en el residu àcid 
general (E160A) (▲) de la β-xilosidasa de Thermoanaerobacterium saccharolyticum. En el 
gràfic es representa el logaritme de kcat enfront del pKa de l’aglicona. 
 
Altres estudis sobre el residu àcid/base general inclouen aquells en què el que es busca 
amb la mutació és augmentar o disminuir la distància entre els dos residus catalítics 
[49]. Aquest estudi s’ha aplicat a la xilanasa de Bacillus circulans, comprovant que els 
pendents en el gràfic de Hammett en kcat/KM són molt similars i concloent, per tant, que 
la longitud del residu que actua d’àcid/base general no afecta significativament el grau 
de protonació de l’estat de transició a l’etapa de glicosidació. La distància entre residus 
o, el que és similar, el posicionament dels residus catalítics també s’ha estudiat a través 
de mutacions que afecten la longitud de cadena del residu que actua com a nucleòfil. Els 
resultats indiquen que, si bé per a cada glicosidasa l’efecte provocat per una disminució 
en la longitud del nucleòfil pot afectar de manera diferent les energies relatives 
associades a les etapes de glicosidació i desglicosidació, no fa variar el grau de 
desenvolupament de càrrega que es dóna en l’estat de transició per a l’etapa de 
glicosidació. Els exemples els tenim en l’exoglucanasa/xilanasa de  Cellulomonas fimi 
[39], la β-glucosidasa d’Agrobacterium faecalis [50] i la xilanasa de Bacillus circulans 
[51], en els que en mutar l’àcid glutàmic que fa de nucleòfil en els tres casos per un àcid 
aspàrtic, el pendent del gràfic de Hammett en kcat/KM del mutant és el mateix que el de 
l’enzim salvatge. En el cas de la xilanasa s’ha assajat també a augmentar la longitud del 
nucleòfil, obtenint exactament el mateix pendent. Independentment d’això s’ha observat 
que mentre que a l’exoglucanasa/xilanasa de Cellulomonas fimi aquesta mutació 
provoca una disminució molt més important en la velocitat de l’etapa de desglicosidació 
que no de la de glicosidació, passant a ser aquesta etapa determinant de la velocitat de 
reacció per a tots els substrats; per a la β-glucosidasa d’Agrobacterium faecalis passa el 
contrari i la glicosidació passa a ser l’etapa determinant de la velocitat de reacció per a 
tots els substrats assajats (figura A3.22). 
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Figura A3.22. Anàlisi de Hammett en kcat de les glicosidases: exoglucanasa/xilanasa de 
Cellulomonas fimi amb una família d’aril β-D-cel·looligosacàrids (esquerra) i β-glucosidasa 
d’Agrobacterium faecalis una família d’aril β-D-glucopiranòsids (dreta). En els gràfics es 
representa el logaritme de kcat enfront del pKa de l’aglicona. Per a cada enzim es mostren els 
resultats corresponents a l’enzim salvatge (●), i al mutant en què el glutamat que fa de nucleòfil 
s’ha mutat per un aspartat (▲). 
 
Apart de les mutacions en els residus catalítics, també s’han realitzat anàlisis de 
Hammett sobre altres mutants en el centre actiu de diferents glicosidases. Per exemple, 
la Tyr298 a la β-glucosidasa d’Agrobacterium faecalis, que ajuda a orientar el nucleòfil 
i estabilitza la seva càrrega [14], la His205 a l’exoglucanasa/xilanasa de Cellulomonas 
fimi, que es proposa que assisteix estabilitzant la càrrega del nucleòfil en l’etapa de 
desglicosidació [52], o l’Asn35 a la xilanasa de Bacillus circulans [53] que influeix en 
la definició del pKa del residu que fa el paper d’àcid/base general. 
 
Donat que una bona correlació entre els log (kcat/KM) de dos enzims permet proposar la 
similitud entre els seus centres actius [54, 55], una comparació similar entre un enzim 
salvatge i algun dels seus mutants dóna informació sobre l’efecte de la mutació en 
l’estructura del centre actiu a l’estat de transició per a l’etapa de glicosidació. Aquesta 
metodologia s’ha aplicat al mutant Tyr298Phe de la β-glucosidasa d’Agrobacterium 
faecalis, per al què s’ha observat una bona correlació amb l’enzim salvatge fent servir 
dues famílies de substrats, una d’aril β-D-glucopiranòsids, en què la diferència entre els 
substrats està a la part aglicònica (r2 = 0.98), i l’altra de 4’-nitrofenil glicòsids, en què la 
diferència es troba en la part glicònica (r2 = 0.98). A la vista dels resultats, es conclou 
que la mutació no afecta significativament les interaccions que s’estableixen amb el 
substrat a l’estat de transició [14] (figura A3.23). 
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Figura A3.23. Relacions lineals d’energia lliure per tal de comparar l’etapa de glicosidació del 
mutant Tyr298Phe de la β-glucosidasa d’Agrobacterium faecalis amb la mateixa etapa per a 
l’enzim salvatge. Es representa el logaritme del terme kcat/KM del mutant respecte del mateix 
terme en l’enzim salvatge amb una sèrie d’aril β-D-glucopiranòsids que difereixen en la seva 
part aglicònica (esquerra) i una altra sèrie de 4’-nitrofenil O-β-D-glicòsids que difereixen en la 
seva part glicònica (dreta).  
 
Amb els resultats acumulats fins al moment es pot concloure fàcilment que una mutació 
pot tenir diversos efectes que en la majoria dels casos són difícils de predir: pot afectar 
el grau de desenvolupament de càrrega en alguna de les etapes de reacció, pot variar les 
velocitats relatives de les mateixes, o també pot provocar una gran disminució de 
l’eficiència catalítica de l’enzim sense afectar el mecanisme global de la reacció.  
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XLIX 

Apèndix 4. Hidròlisi enzimàtica processiva de glicòsids 
 
 
 
A4.1. Hidròlisi processiva de glicòsids 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 [1, 2]: 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 a hidrolitzar, c) un mecanisme d’atac múltiple, en què es donen un 
nombre mig d’atacs després de la formació del complex enzim-substrat. Els dos darrers 
mecanismes s’anomenen processius [3, 4]. 
 
Les glicosidases processives han adoptat diferents estratègies per tal d’assolir aquesta 
processivitat. En alguns casos s’observen centres d’unió de lligand addicionals, ja sigui 
dins del mateix domini proteic, o bé com a centres d’unió externs (CBM). En d’altres 
casos s’ha adaptat l’arquitectura del centre actiu, ja sigui amb llaços que cobreixen total 
o parcialment el centre actiu, ja sigui amb una disposició concreta de residus que 
afavoreixen la fixació i/o el lliscament del substrat després dels esdeveniments 
catalítics. En aquest sentit, s’ha descrit que hi ha una certa relació entre el grau de 
tancament del centre actiu i el grau de processivitat dels enzims [4, 5]. En general, les 
proteïnes processives que no tenen un centre actiu tancat solen tenir centres actius 
extensos per on llisca el substrat. Aquesta translocació del substrat s’ha aconseguit 
principalment amb dues estratègies diferents. D’una banda per una afinitat per substrat 
similar dels diferents subsetis que conformen el centre actiu, o de l’altra, a través de 
canvis conformacionals, amb una unió preferent de la forma productiva enfront de la no 
productiva. 
 
Tot i que l’atac múltiple del substrat (que és com es va anomenar en un principi a la 
processivitat) entre les glicosidases es va descriure inicialment per a α- i β-amilases [1, 
6], fins al moment les cel·lulases constitueixen el grup de glicosidases processives més 
estudiades. Dins d’aquest grup, les cel·lobiohidrolases solen tenir centres actius 
extensos recoberts per un o més llaços que els donen la forma final de túnel, envoltant 
totalment el substrat. En un principi es va pensar que l’establiment de la interacció 
enzim-substrat tenia lloc per un extrem del centre actiu i que la cadena polisacarídica 
anava lliscant cap a l’altre extrem a mesura que s’anava hidrolitzant. Aquesta proposta 
es basava en el fet que la mutació del Trp272 de la cel·lobiohidrolasa Cel6A de 
Trichoderma reesei, que se situa a l’entrada del centre actiu, evita l’activitat de l’enzim 
sobre la cel·lulosa cristal·lina [7]. Es postula que aquest residu, que està conservat a 
totes les cel·lobiohidrolases de la família 6, però que no es troba a les endoglucanases de 
la mateixa família, guiaria la cadena de glucà dins del centre actiu. Per analogia, es 
postula que la Phe232 que se situa a l’entrada de l’escletxa d’unió de la quitinasa A [8] i 
les dues fenilalanines que es troben a l’entrada del centre actiu de l’exo-1,3-β-glucanasa 
del fong Candida albicans [9], tenen un paper similar guiant i introduint la cadena de 
substrat dins del centre catalític. Finalment, però, sembla que l’opció més probable per a 
la formació del complex enzim-substrat és l’obertura dels llaços que cobreixen el centre 
actiu, de manera que la cadena de polisacàrid es pugui unir al llarg del canal. El 
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posterior tancament dels mateixos proporciona les condicions per a la processivitat. A la 
cel·lulasa Cbh A de Cellulomonas fimi s’observa que, en suprimir un dels llaços que 
formen el centre actiu, millora l’activitat endoglucanasa, indicant que el llaç està 
implicat en processivitat [10]. De forma similar, diverses mutacions, supressions i 
formació de ponts disulfur que afecten el llaç que conforma el sostre del centre actiu en 
forma de túnel de la cel·lobiohidrolasa Cel7A de Trichoderma reesei, demostren que 
aquest llaç facilita la degradació processiva de la cel·lulosa cristal·lina [11]. En la Cel6A 
de Trichoderma reesei es proposa que la flexibilitat dels llaços que formen el túnel 
forma part del mecanisme per tal d’assistir en el lliscament del substrat al llarg del 
centre actiu; a més, el canvi conformacional trenca interaccions que hi ha entre els 
residus catalítics i pot ajudar definint els seus estats de protonació [12]. A les α-amilases 
de mamífers també s’atribueix el paper d’assistir en la processivitat de l’enzim a un llaç 
mòbil que interacciona amb els subsetis de -2 a +2 un cop unit el substrat [13-15]. 
Segons aquesta proposta, el paper dels residus hidrofòbics situats a l’entrada del centre 
actiu no és tant el d’introduir la cadena de polisacàrid al centre actiu, com el de guiar-la 
i sostenir-la durant les etapes de processivitat.  
 
Gràcies al gran nombre d’estructures cristal·logràfiques de complexos glicosil-enzim de 
què es disposa, s’ha pogut descriure a nivell estructural com té lloc aquesta hidròlisi 
processiva en el cas de dues glicosidases. Aquests són dos exemples molt reeixits que, 
d’una banda, permeten explicar les diferents formes d’unió observades en els diferents 
complexos, i de l’altra, donen una base estructural per a les etapes de lliscament del 
substrat dins del centre actiu. 
 
 
Cel·lulasa Cel48F de Clostridium cellulolyticum 
 
La cel·lulasa Cel48F de Clostridium cellulolyticum, té un centre d’unió format per un 
túnel que connecta amb una escletxa, i el centre actiu està al final del túnel abans de 
l’escletxa [16]. El túnel és el responsable de retenir la cadena de cel·lulosa durant la 
degradació processiva, mentre la cel·lobiosa, que és el producte de reacció, s’allibera 
per la banda de l’escletxa. S’ha cocristal·litzat l’enzim salvatge amb diferents inhibidors 
[16, 17], i també s’ha aconseguit cristal·litzar un mutant inactiu, el E55Q, amb dos 
mol·lècules de substrat diferents, la cel·lotetraosa, i la cel·lohexaosa [17]. En tots quatre 
complexos, la densitat de càrrega s’observa en el túnel, però els subsetis d’unió no són 
els mateixos. Els subsetis ocupats pels substrats en el mutant coincideixen i 
constitueixen un conjunt de subsetis on es donen una sèrie d’interaccions d’apilament 
hidrofòbic amb tres triptòfans i una tirosina, i diversos ponts d’hidrogen amb molècules 
d’aigua i residus polars/carregats que s’alineen al túnel. Tanmateix, els inhibidors 
ocupen un segon grup de subsetis una mica menys definits i que comporta unes altres 
interaccions amb els residus hidrofòbics del centre actiu. La comparació dels dos grups 
de subsetis d’unió mostra que el grup ocupat per les molècules de substrat està desplaçat 
mitja unitat de glucopiranosa cap al centre actiu (figura A4.1). El fet que els subsetis 
obtinguts en la unió dels substrats estiguin ben definits fan pensar que aquests són els 
que mantenen el substrat en la posició apropiada per a la catàlisi. Alhora, el fet que el 
moviment d’algunes cadenes laterals generi l’altre grup de subsetis intermedis, fa que es 
redueixi la barrera energètica associada a la translocació del substrat i promou el 
lliscament. De fet, no només el moviment d’algunes cadenes laterals, sinó també la 
presència de diversos residus aromàtics a l’interior del túnel permet reduir la barrera 
energètica lligada al lliscament del substrat, per l’establiment d’interaccions d’apilament 
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hidrofòbic, favorables energèticament, espaiades a intervals curts. S’ha descrit una 
disposició de residus aromàtics similars en estudis de la maltoporina, que transporta 
cadenes de maltosa a través d’un canal transmembrana [18, 19], la cel·lobiohidrolasa 
Cel7A de Trichoderma reesei [20] i cel·lobiohidrolasa Cel6A d’Humicola insolens [21], 
entre d’altres.  
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Figura A4.1. Representació en subsetis del centre actiu de la cel·lulasa Cel48F formant 
complex amb el substrat. En negreta es marquen els subsetis corresponents a la unió productiva 
del substrat (observats en els complexos mutant-substrat), i en un nivell superior es presenten 
els subsetis alternatius, menys ben definits (observats en els complexos enzim salvatge-
inhibidor). El darrer grup de subsetis, que és el que es proposa que ocupa el substrat durant el 
lliscament, està desplaçat mitja unitat de glucopiranosa cap al punt de tall. 
 
Recentment s’ha obtingut l’estructura dels complexos de dos mutants inactius diferents 
de la Cel48F, l’E44Q i l’E55Q, amb una hemitiocel·lodecaosa i una 
hemitiocel·lododecaosa, respectivament, obtenint una bona definició dels lligands tant a 
la banda del túnel com a la banda d’escletxa del centre d’unió de l’enzim [22].  
 
 

 
 
 
Figura A4.2. Figura parcial del centre d’unió de la Cel48F de Clostridium cellulolyticum en què 
s’observen sobreposades les estructures de dos oligosacàrids obtingudes en dos complexos 
enzim-lligand diferents. En verd s’observa l’estructura del glicòsid obtinguda de l’estructura 
cristal·logràfica del complex Cel48F (E44Q)/hemitiocel·lodecaosa, representativa de l’etapa de 
processivitat, i en blau la del complex Cel48F (E55Q)/hemitiocel·lododecaosa, representativa de 
la unió productiva. 
 
S’observa que a la banda del túnel els cel·looligosacàrids ocupen posicions similars en 
els dos complexos, però que ocupen dues posicions diferents al centre actiu, en el cas 
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del mutant E44Q unint-se a la banda superior de la cavitat, i en el mutant E55Q, a la 
banda inferior, i establint diferents interaccions amb els residus del centre actiu (figura 
A4.2). Es proposa que aquestes dues formes d’unió diferent puguin correspondre a dos 
moments diferents del mecanisme enzimàtic, suggerint que la unió observada en el 
complex amb el mutant E44Q sigui representativa de l’etapa de processivitat, mentre 
que la que s’observa en el mutant E55Q sigui la unió productiva, que té lloc durant la 
catàlisi. 
 
 
Cel·lobiohidrolasa Cel6A d’Humicola insolens 
 
L’altre exemple és el de la cel·lobiohidrolasa Cel6A d’Humicola insolens, que té un 
centre actiu en forma de túnel format per dos llaços estesos. S’han obtingut diferents 
estructures de l’enzim salvatge i mutants de la Cel6A formant complexos amb tio-
oligosacàrids no hidrolitzables, que permeten fer una dissecció de la localització del 
substrat durant la hidròlisi, tant en l’etapa catalítica com en les etapes de processivitat 
(figura A4.3). De fet s’han distingit tres formes d’unió diferent. S’ha observat la forma 
d’unió productiva des del subseti -2 fins al +4 a l’estructura cristal·logràfica de l’enzim 
salvatge amb diferents tio-lligands i amb l’inhibidor isofagomina [21, 23-25]. Apart 
d’interaccions d’apilament hidrofòbic amb els triptòfans dels subsetis +4, +2, +1 i -2, hi 
ha aproximadament 15 ponts d’hidrogen directes entre la proteïna i el lligand, i un 
nombre similar mediats per aigua.  
 
La segona forma d’unió s’ha observat amb el mutant D405N formant complex amb dos 
tio-compostos, un tetrasacàrid i un pentasacàrid. El pentasacàrid s’uneix al mutant en els 
subsetis de -1 a +4, mentre que el tetrasacàrid ocupa els subsetis de +1 a +4, i amb totes 
les unitats de glucopiranosa en conformació de cadira relaxada. Els dos compostos 
s’uneixen de forma no productiva, de manera que cada unitat de glucopiranosa està 
girada 180º respecte de l’eix de la cadena del complex en el cas de la unió productiva. 
Aquest posicionament inusual dels sucres va acompanyat per la reorientació del residu 
que fa d’àcid catalític, segurament per tal d’evitar impediments estèrics, dels triptòfans 
que estan implicats en interaccions d’apilament hidrofòbic, i de les interaccions per 
ponts d’hidrogen. En aquest punt és bo recordar que la cel·lulosa està formada per 
unitats de glucosa unides per enllaços β-1,4, i que això suposa que, en una cadena del 
polímer, les unitats de glucopiranosa consecutives estan girades 180º l’una respecte de 
l’altra. Donat que la hidròlisi només es dóna amb una de les dues orientacions obtenint 
cel·lobiosa com a producte de reacció, en un enzim que actua processivament, un mateix 
subseti ha de ser capaç d’acomodar les dues orientacions. En aquests complexos no 
productius, representatius de l’estat intermedi en l’etapa de lliscament [21], la majoria 
de les interaccions per pont d’hidrogen estan mediades per aigua, a diferència del que 
passa en la unió productiva. Finalment, en un complex del mutant D416A amb un tio-
pentasacàrid s’observa una situació intermèdia [23], en què les unitats de sucre estan 
situades entre les dues orientacions descrites. En aquest complex totes les unitats de 
glucopiranosa estan en conformació de cadira relaxada i hi ha moviment d’alguns 
elements de l’estructura secundària de la proteïna. Aquest complex mostra el principi de 
l’etapa de lliscament, en què les unitats de glucopiranosa se situen entre els subsetis. 
Mentre que la unió productiva es caracteritza per la complementarietat entre el lligand i 
la proteïna, el lliscament de la cadena implica trencament d’aquesta xarxa, que es veu 
reemplaçada per una barreja complexa d’interaccions mediades per molècules d’aigua i 
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per la flexibilitat de les superfícies hidrofòbiques proporcionades per un seguit de 
residus de triptòfan.   
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Figura A4.3. Hidròlisi processiva del substrat per la cel·lobiohidrolasa Cel6A d’Humicola 
insolens. En l’esquema es presenten els diferents complexos enzim-substrat que es proposa que 
es donen entre dos cicles catalítics. El punt d’hidròlisi es marca amb una fletxa vertical en els 
dos complexos en què hi ha unió productiva. Després d’una primera etapa catalítica amb 
alliberament de cel·lobiosa, l’extrem no-reductor de la cadena llisca a través del centre actiu 
formant diferents complexos no productius fins que el substrat torna a trobar-se correctament 
posicionat per a la catàlisi.  
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A4.2. Estructura del centre actiu en glicosidases processives 
 
 
De la mateixa manera que no es pot generalitzar que tots els enzims que tenen un centre 
actiu estès són processius, tampoc és generalitzable que les glicosidases que no tenen un 
centre actiu en forma de túnel no siguin processives. Dos exemples clars del primer cas 
són les endoglucanases no processives E2 de Thermomononsporum fusca i 
l’endoglucanasa Cel7B, homòlogues a les cel·lobiohidrolases Cel6A i Cel7A, 
respectivament, amb la diferència que les endoglucanases no tenen els llaços que 
tanquen el centre actiu de les cel·lobiohidrolases i com a conseqüència tenen centres 
actius oberts en forma d’escletxa [26, 27]. Pel que fa a glicosidases processives que no 
tenen un centre actiu en forma de túnel, l’endocel·lulasa E4 de Thermomonospora fusca 
i la Cel9A de Thermobifida fusca tenen centres actius en forma d’escletxa, i tot i així 
són processives [28-30]. De forma similar, les quitinases A i B de Serratia marcescens, 
que hidrolitzen la quitina de forma processiva [11, 21, 31-33], tenen centres actius en 
forma d’escletxa [34], en el cas de la quitinasa B, parcialment cobert per un llaç [35]. 
D’aquests quatre enzims es proposa que en la Cel9A i en la quitinasa A la interacció del 
substrat amb els residus aromàtics del centre actiu i dels voltants comporta una unió 
forta de la cadena de polisacàrid, que propicia la hidròlisi processiva [8, 30, 36], a 
l’igual que s’ha proposat en el cas de les α-amilases, que també tenen centres actius en 
forma d’escletxa [37, 38]. Dos casos similars, però més exagerats són els de les 
endopoligalacturonases I i II d’Aspergillus niger, ja que la mutació d’un únic residu del 
centre actiu dels enzims (que és obert) és capaç d’eliminar per complet la processivitat 
[39]. D’altra banda, a la quitinasa B i a l’endoglucanasa E4 es proposa que la 
processivitat ve mediada per la unió de la cadena de polisacàrid als mòduls d’unió de 
carbohidrat (CBM) respectius [28, 35]. 
 
 
A4.3. Mòduls d’unió de carbohidrat (CBM) 
 
 
Els mòduls d’unió de carbohidrat solen trobar-se en les hidrolases de la paret cel·lular 
de les plantes, que normalment consisteixen en un mòdul catalític unit a un o més 
mòduls d’unió de carbohidrat. Fins al moment hi ha descrites 51 famílies de mòduls 
d’unió de carbohidrat que generen una gran diversitat en l’especificitat per lligand. Al 
principi, aquests mòduls havien estat observats units a cel·lulosa cristal·lina com a 
substrat principal [40-42] i per això van rebre el nom de CBD (Cellulose Binding 
Domain); però amb el temps es van veure associats a diferents hidrolases de 
polisacàrids i se’ls va donar el nom de CBM com a nom més genèric que descriu els 
mòduls no-catalítics d’unió de sacàrids associats a glicosil hidrolases [43, 44]. Els 
centres d’unió de carbohidrat tenen dos papers principals. D’una banda es considera que 
mantenir l’enzim a les proximitats del substrat comporta una major velocitat de 
degradació del polisacàrid per augment de la concentració d’enzim a la superfície del 
substrat [45-47]; en aquest sentit, hi ha molts exemples en què l’escissió proteolítica del 
CBM comporta una disminució de l’activitat enfront del substrat insoluble [42, 46, 48-
52]. D’altra banda, resulten ser importants en la definició de l’especificitat per substrat i 
el mode d’acció de les glicosidases a les que acompanyen. Per exemple, la família 3c de 
CBM juga un paper transcendental en la processivitat de les cel·lulases de la família 9 
[28], i s’ha comprovat que el CBM22 canvia l’especificitat d’una xilanasa de la família 
10 de la seva activitat principal xilanasa cap a una activitat β-1,4-β-1,3-glucanasa [53]. 
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Per últim, hi ha evidències que suggereixen que els CBM fúngics direccionen l’enzim a 
una cara específica del cristall de cel·lulosa [54], i en procariotes CBMs que 
aparentment tenen les mateixes dianes direccionen el reconeixement del glicòsid cap a 
diferents regions de les parets cel·lulars de les plantes [55]. Donat que els CBM solen 
unir-se a substrats insolubles, una altra funció atribuïda als CBM, i que durant molt de 
temps va ser motiu de controvèrsia, és la seva capacitat de trencar l’estructura 
cristal·lina polisacarídica, i en mantenir unida la cadena de polisacàrid resultant, evitar 
que pugui tornar-se a integrar a l’estructura cristal·lina [3, 20, 56-59]. Recentment s’ha 
demostrat que aquesta és, en efecte, una altra de les funcions que se’ls pot atribuir als 
CBM, ja que s’ha observat que el CBP21 de Serratia marcescens promou la hidròlisi de 
la quitina cristal·lina a través d’una degradació no hidrolítica del substrat [60]. Per a 
alguns CBM que estan molt propers al centre actiu, també es proposa que serveixen per 
tal de direccionar el substrat dins del centre actiu [28, 29].  
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