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Resumen  

Introducción: La fosfatasa acida es una enzima oligomérica compuesta por dos 

subunidades  y  la cinética de termo inactivación de las enzimas diméricas, se realiza 

en dos etapas y corresponde al mecanismo cinético secuencial de termo inactivación 

disociativa  de un dímero activo, que se disocia reversiblemente en subunidades 

inactivas. 

Objetivo: Estudiar el proceso de termo inactivación de la fosfatasa acida a diferentes 

temperaturas y un pH óptimo de la enzima 

Materiales y métodos: Se utilizó un preparado de fosfatasa acida del germen de trigo 

de la firma Sigma, USA. El sustrato utilizado es el p-nitrofenilfosfato de sodio 

hexahidratado de la firma Alfa Aesar A Jhonson Mathey Company. La actividad de la 

fosfatasa acida se determinó por la velocidad inicial de la hidrólisis del p-

nitrofenilfosfato de sodio. La cantidad de p-nitrofenol formado se determinó en el 

espectrofotómetro  Genesys 20 a 405 nm. La termo inactivación se llevó a cabo en el 

buffer de acetato 0.1 M a un pH de 5,5 y valores de temperatura 500C, 550C ,600C y 

650C 

Resultados: Se estudió el esquema cinético de termo inactivación de la enzima 

dimérica -fosfatasa acida que incluye la disociación reversible del dímero activo en 

monómeros inactivos y la posterior denaturación de los monómeros. Se calculan los 

parámetros cinéticos característicos de la termo inactivación de una enzima dimérica  

k1, k-1, kd, Kdis  y kaso  
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Conclusiones: 

1.-Las curvas cinéticas en coordenadas semilogarítmicas de una ecuación de primer 

orden tienen un punto de quiebre.  

2.- Los valores de k1 correspondientes a la constante de velocidad de disociación de 

la fosfatasa ácida que determinan la estructura del dímero, aumentan con la 

temperatura. 

3.-La energía de activación de la disociación del dímero a monómero de la fosfatasa 

acida es de 23,22 KJ/Mol 

Palabras clave: Fosfatasa acida, denaturación, estructura dimérica, monómero 

inactivo,  cinética, termo inactivación 

Calculating the kinetic constants of inactivation process thermo dissociative 
acid phosphatase 

 

Abstract 

Introduction: The acid phosphatase is an oligomeric enzyme composed of two 

subunits and kinetics of thermal inactivation of the dimeric enzyme, is performed in two 

stages and corresponds to the sequential kinetic mechanism of thermal inactivation of 

a dissociative active dimer that reversibly dissociates into subunits inactive. 

Objective: To study the process of heat inactivation of the acid phosphatase at 

different temperatures and pH optimum of the enzyme 

Materials and methods: a preparation of acid phosphatase from wheat germ from 

Sigma, USA was used. The substrate used is p-nitrophenyl phosphate hexahydrate 

signature sodium Alfa Aesar Johnson Mathey A Company. The acid phosphatase 

activity was determined by the initial rate of hydrolysis of p-nitrophenyl phosphate 

sodium. The amount of p-nitrophenol formed was determined on the 

spectrophotometer Genesys 20-405 nm. The thermal inactivation was carried out in 

0.1 M acetate buffer at pH 5.5 and temperature values 50 0C, 55 0C, 600C and 65 0C 

Results: thermo kinetic scheme dimeric enzyme inactivation -fosfatasa acid including 

dimer active reversible dissociation into inactive monomers and subsequent  
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denaturation of the monomers was studied. Kinetic parameters characteristic of the 

thermal inactivation of a dimeric enzyme were calculated k1, k-1, kd, kaso y Kdis.  

Conclusions: 

1.-The kinetic curves in semilogarithmic coordinates of a first-order equation have a 

breaking point. 

2. The values of k1 corresponding to the dissociation rate constant of acid 

phosphatase dimer determine the structure increase with temperature. 

3.-The activation energy of dissociation of the dimer to monomer is acid phosphatase 

of 23.22 kJ / mol 

Keywords: acid phosphatase, denaturation, dimeric structure, inactive monomer, 

kinetic, thermal inactivation. 
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Introducción 

Las Fosfatasas (E.C 3.1.3) son enzimas 

presentes en fluidos corporales, tejidos 

de mamíferos, microorganismos y las 

plantas1,2. Las  Fosfatasas se dividen en 

dos grupos: las fosfatasas  alcalinas 

(E.C.3.1.3.1) y las fosfatasas ácidas 

(E.C.3.1.3.2). Las fosfatasas ácidas 

participan en las reacciones de 

transfosforilización3  y tienen una gran 

aplicación ambiental, ya que pueden 

reducir la carga de fosfato del medio 

ambiente4, es utilizada como indicador 

de pasteurización en productos 

cárnicos5-7, alimentos marinos8  y es 

muy importante en muchos procesos 

fisiológicos incluyendo la regulación de 

la eficiencia de fósforo9. 

La fosfatasa ácida  cataliza la hidrólisis 

de los sustratos fosforilados10 de 

acuerdo con la reacción  

 

 

Esta enzima cataliza la hidrólisis de los 

fosfomonoésteres, como el p-

nitrofenilfosfato, a través de un proceso 

cinético uni-biordenado, caracterizado 

por liberarse en primer lugar el p-

nitrofenol y posteriormente el fosfato 

inorgánico. En esta secuencia de 

reacción se forma un complejo 

intermedio covalente enzima-fosfato, 

que es la etapa limitante de la reacción 

total del proceso catalítico11. El 

procesamiento térmico es uno de los 

métodos más comunes para lograr 

alimentos inocuos  con una  vida útil 

más extensa y su objetivo es destruir 

microorganismos patógenos y enzimas. 

El conocimiento de la cinética de 

inactivación de las enzimas se puede 

utilizar  para determinar su potencial 

como indicador intrínseco de 

temperatura-tiempo para lograr la 

inactivación microbiana12.La 

inactivación a diferentes temperaturas 

se realiza con el fin de obtener más 

información sobre la termo estabilidad 

de la enzima13,14, estos investigadores 

sugieren una equivalencia térmica 

como criterio para la evaluación de la 

influencia de diversos factores  en la 

estabilidad de la enzima. La 

temperatura afecta no solo a la 

velocidad de la catálisis, sino también 

a la estabilidad del enzima, el equilibrio 

de todas las reacciones de asociación-

disociación y a las reacciones 

enzimáticas reversibles15. Para la 

investigación de los procesos de 

disociación-asociación y el mecanismo 

de termo inactivación se utilizan 

métodos cinéticos16-19. Se ha 

demostrado que la fosfatasa acida 

proveniente de diferentes fuentes 

como semillas de girasol, germen de 

trigo y semillas de maíz, es un dímero 
20-22. La cinética de termo inactivación 

de las enzimas diméricas corresponde 

al mecanismo disociativo-asociativo de 

la enzima y la posterior disociación en 

subunidades inactivas23. El 

conocimiento del mecanismo de termo 

inactivación permite proponer un 

mecanismo de estabilización de la 

Enzima24. 

El objetivo de la presente investigación 

es estudiar la termoinactivación de la 

fosfatasa acida y mostrar cómo se  

  2

42

2
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realizan los cálculos de las diferentes 

constantes cinéticas involucradas en la 

termoinactivación de una enzima 

dimérica mediante el mecanismo 

asociativo-disociativo. 

MATERIALES Y MÉTODOS  

Reactivos. Se utilizó fosfatasa acida del 

germen de trigo de la firma Sigma con 

una actividad específica > 0.4unt/mg, p-

nitrofenilfosfato de sodio hexahidratado 

de la firma Alfa Aesar A Jhonson 

Mathey Company, solución tampón 

acetato pH  5.5, solución de hidróxido 

de sodio 0.1M reactivos analíticos 

marca Merck. 

Determinación de la actividad de la 

fosfatasa acida. La dependencia de la 

actividad de la fosfatasa acida en 

función del pH, se llevó a cabo para 

concentraciones de enzima [E] = 

1.38x10-6 M y sustrato [S] = 1.67x10-3 M, 

en un medio de pH variado entre (3.5; 

4.5; 5.5; 6.5 y 7.5) en buffer acetato, en 

el cual se disolvió las cantidades de 

enzima y sustrato determinados para 

cada concentración y  por separado 

para cada pH; luego en un tubo de 

ensayo debidamente rotulado se colocó 

1ml de sustrato, se inició la reacción 

agregando 1ml de la enzima, después 

de un tiempo igual para cada reacción 

en los diferentes pH, se detiene esta 

con 2ml de hidróxido de sodio y en un 

espectro fotómetro Génesis10 se hizo la 

lectura de  la absorbancia a 405nm. 

Termo inactivación. Se realiza con las 

concentraciones de enzima y sustrato 

anteriormente mencionadas. En un 

termostato, a la temperatura del  

experimento (500C ,550C, 600C y 650 

C) y en solución tampón acetato 0.1 M 

pH 5,5 se colocaron en tubos de 

ensayo las concentraciones de 

sustrato. Experimentalmente los 

puntos iniciales de la curva cinética de 

termoinactivación se tomaron así: 

inicialmente el tubo de ensayo con 1 

mL de sustrato se coloca en el 

termostato por dos minutos y luego se 

agregó la enzima, el tiempo de 

contacto entre el sustrato y la enzima 

inicialmente es de dos minutos, al cabo 

de los cuales se detiene la reacción 

con dos mL de hidroxido de sodio 0.1 

M. En el segundo y posteriores puntos 

de la curva cinética lo único que 

cambia es el tiempo de contacto 

después de agregada la enzima 

(cuatro, seis, ocho, diez, doce minutos 

y así sucesivamente), transcurrido este 

tiempo se detiene la reacción con dos 

mL de hidróxido de sodio 0.1 M, 

después de un tiempo de reposo se 

efectuó la lectura de absorbancia a 

405nm en un espectrofotómetro 

Genesis10  para medir la cantidad de 

p-nitrofenol formado en cada isoterma.  

Resultados y Discusión 

Según25, las fosfatasas provenientes 

de la mayoría de las plantas, poseen 

una máxima actividad a valores de pH 

de 5.0-5.5. En la Fig 1 se muestra la 

dependencia de la actividad de la 

fosfatasa ácida respecto del pH a una 

temperatura de 22 oC, se observa que 

el máximo valor de pH corresponde a 

un valor de 5.5, que concuerda con las 

investigaciones de26. El aumento de la 

temperatura no afecta el pH óptimo de 

la Fosfatasa Acida, como se observa  
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en la Fig 2 en donde se muestra la 

actividad de la fosfatasa Acida a 

temperaturas de 22, 30 y 37 oC y 

diferentes valores de pH.  

Al estudiar la actividad específica de la 

fosfatasa acida en función de su 

concentración, se observa que la 

actividad específica de la fosfatasa 

acida disminuye a medida que aumenta 

la concentración  inicial de la enzima 

(Fig 3). Este hecho puede ser una 

consecuencia de la  capacidad de la 

fosfatasa acida de formar asociados 

que poseen una menor actividad 

específica. Como la fosfatasa acida es 

un dímero activo que se disocia en dos 

monómeros inactivos, el estudio cinético 

a diferentes isotermas debe mostrar un 

punto de quiebre que correspondería a 

la formación de estos monómeros y por 

resolución de las ecuaciones 

diferenciales propias de este esquema; 

conocidas en los trabajos27, se 

determinan sus constantes cinéticas.En 

la Fig 4 se muestra la curva cinética de 

la termo inactivación de la Fosfatasa 

Acida a 55 0C.  

Al representar esta curva  en las 

coordenadas ln v  (t), se observa un 

“punto de quiebre” (como lugar de 

intersección de las asíntotas lineales) 

cuando t=    (aproximadamente   a los 

15 minutos) que demuestra que la 

inactivación de la fosfatasa acida 

incluye una etapa rápida y una etapa 

lenta, como se observa en la Fig 5. 

Dependencias análogas se obtuvieron 

para 50, 60 y 650 C 

El punto de quiebre no depende de la 

concentración de la Enzima, la 

inclinación de los sectores iníciales de 

las curvas cinéticas para 

concentraciones de enzima entre 

8.28×10-7 y 5.52×10-6 M es el mismo, 

sin embargo la inclinación en el 

segundo sector es mayor entre menor 

sea la concentración de la enzima, 

como se observa en la Fig 6. 

Esta forma de las curvas cinéticas es 

típica de la inactivación de enzimas por 

el mecanismo disociativo-asociativo28  

y para una enzima dimérica el 

esquema cinético tiene la siguiente 

forma (esquema 1) 

 

(1) 

 

En donde: E2 –dímero activo, E1-

monomero inactivo, capaz de formar 

un dímero activo y Ed enzima 

denaturizada, Kdis = (k1/k-1) constante 

de disociación de la fosfatasa acida; kd 

constante de velocidad de 

denaturación. 

En concordancia con el mecanismo de 

la termo inactivación disociativa, la 

variación de la actividad de la enzima  

se puede comparar: 1.-Para t <  con 

la disociación reversible de la forma 

dimérica activa en subunidades 

inactivas hasta establecerse el 

equilibrio en el punto de quiebre  y 2.-

para t >  con el proceso de 

inactivación irreversible de los 

monómeros-denaturizados. La posición 

del “punto de quiebre” y la inclinación 

de las curvas cinéticas en las 

coordenadas de una ecuación de 

primer orden permiten determinar tres 

parámetros cinéticos del esquema 1. 

Estos serán las constantes de  

Inactivo
d

K

Inactivo

K

KActivo

EEE
d
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velocidad k1, k-1  y kd o dos constantes 

de velocidad  k1 y kd y una constante de 

equilibrio Kdis 

El cálculo de la constante de disociación 

Kdis y las constantes individuales del 

proceso descrito por el esquema (1) se 

realizan por las ecuaciones propuestas 

por 28. 
 

 

 

 

(1) 

 

En donde: [Eo] es la concentración 

inicial de la enzima dimérica; vo  y v las 

correspondientes velocidades para t = 0 

y t=  (punto de quiebre en la curva 

cinética de la Fig 5). 

La constante  k1, que caracteriza la 

constante de velocidad de disociación 

de los dímeros,  se determina mediante 

la ecuación (2)28 

 
 

 

 

 

(2) 

 

Aquí  vo  es la velocidad  de la reacción 

enzimática para t = 0; v  es la velocidad 

en cualquier  tiempo t <. 

En la Fig 7 se muestra la determinación 

gráfica de k1  según la ecuación (2) para  

55 0C y 600C.La determinación de  la 

constante de denaturación Kd  se realiza 

por la ecuación (3) 

 
 

 

(3) 

En esta ecuación B es la tangente de 

la inclinación en el punto de quiebre de 

las curvas  cinéticas (fig 5) 

Los valores de k1 y demás parámetros 

cinéticos de la termo inactivación de la 

fosfatasa acida se presentan en la 

Tabla I. 

Para demostrar la reversibilidad de la 

primera etapa del proceso disociativo-

asociativo, la enzima se sometió a una 

temperatura de 55 oC durante quince 

minutos (tiempo en el que se observa 

el punto de quiebre) e inmediatamente 

se colocó en frio (hielo) durante quince 

minutos al cabo de los cuales se 

determinó su actividad, encontrándose 

una recuperación del 90%  de su 

actividad después de sometida la 

enzima a un calentamiento severo.  

El conocimiento de las magnitudes k1 y 

kd a diferentes temperaturas permite 

calcular las energías de activación 

correspondiente a las etapas del 

esquema 1  

 

Conclusiones: 

1.-Las curvas cinéticas en 

coordenadas semilogarítmicas de una 

ecuación de primer orden tienen un 

punto de quiebre.  

2.- Se calculan los parámetros 

cinéticos característicos de la termo 

inactivación de una enzima dimérica.-

Los valores de k1 correspondientes a la 

constante de velocidad de disociación 

de la fosfatasa acida que determinan la 

estructura del dímero, aumentan con la 

temperatura 
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3.-La energía de activación de la 

disociación del dimero a monómero de 

la fosfatasa acida es de 23.22 KJ/mol. 
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Fig 1. Dependencia de la actividad de la 

fosfatasa acida en función del pH 

 

 
 

 
Fig 2.Dependencia de la temperatura en la 

actividad de la fosfatasa acida en función del  

PH 

 

 
 

 

 
Fig 3 Actividad específica de la fosfatasa acida 

en función de la concentración inicial de la 

enzima para un pH de 5.5 

 
 
Fig 4. Curva cinética de la termoinactivación de 

la fosfatasa acida en un buffer acetato 0.1 M a 

un pH de  5.5 y temperatura de 55 0C  

 
 
Fig 5. Curva cinética de la termoinactivación de la 

fosfatasa acida en coordenadas semilogaritmicas a 

55 0C y pH 5.5 
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Fig 6. Curvas cinéticas de la termoinactivación 

de la fosfatasa acida en coordenadas 

semilogaritmicas,a 550C y pH 5.5 para 

diferentes concentraciones de enzima 

 

 
 
Fig 7.-Determinación gráfica de K1 según la 

ecuación  (2) para  500C y 650C  

 

 
 
Tabla I. Parámetros cinéticos de la inactivación 

de la fosfatasa acida a diferentes temperaturas 

0C K1=10-5s-1      Kd=10-4s-1 K-1=10-3s-1          Kdis=10-9s-1 

50 2.83 4.55 7.18 3.94 

55 3.02 4.67 8.04 3.75 

60 3.52 3.62 5.41 3.51 

65 4.90 3.23 5.12 9.57 
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