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SOLUCIÓN AL PROBLEMA BIOQUÍMICO 
CINÉTICA DE PRODUCCIÓN DE H2S POR LA

CISTATIONINA -SINTASA DE TRYPANOSOMA CRUZI

Solución del problema
La mayoría de las enzimas siguen una cinética hiperbólica que puede ser descrita por la ecuación de Henri-
Michaelis-Menten (HMM) (Fig. 4A). Una forma de estimar las constantes cinéticas de las enzimas (Vm, 
Km, Vm/Km) es utilizar un método para linearizar la ecuación de HMM y utilizar los valores de la ordenada 
al origen, la pendiente y/o la abscisa para obtener dichas constantes. Uno de los métodos más comunes de 
linearización de la ecuación de HMM es el método de Lineweaver-Burk o de doble recíproco; en este 
método se grafica 1/v vs 1/[S] y con la ordenada al origen se obtiene 1/Vm y a partir de la abscisa -1/Km.    
El problema con la linearización por el método de doble recíproco es que los valores no se distribuyen 
equitativamente a lo largo de la línea (Fig. 4B), de tal forma que a concentraciones altas de sustrato los 
puntos se acumulan cerca del eje “Y”, lo que ocasiona que los puntos de baja concentración de sustrato 
tengan un mayor peso a la hora de realizar la regresión lineal. Una forma más precisa de estimar los 
parámetros cinéticos es a través del ajuste no lineal (9), el cual se puede lograr mediante software 
especializado (Ej. OriginLab®).

Figura 4. CinéƟca enzimáƟca. A) La mayoría de las enzimas siguen un comportamiento cinéƟco de Ɵpo hiperbólico 
que es descrito por la ecuación de Henry-Michaelis-Menten. B) El método de Linewaver-Burk o de doble recíproco 
sirve para linearizar la ecuación de Henry-Michaelis-Menten y facilitar el cálculo de las constantes cinéƟcas de 
velocidad máxima (Vm) y la constante de Michaelis-Menten (Km). 
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En la figura 5A se muestra el ajuste no lineal de los datos cinéticos correspondientes a la reacción canónica 
(Ser+HCys Cth) y a la reacción de producción de H2S (Cys+Cys H2S +Lth) de la CBS de T. cruzi. El 
ajuste no lineal de los datos experimentales se llevó a cabo utilizando el software OriginLab® (Fig. 5A). 
En la figura 5B se muestra el gráfico de doble recíproco y tanto el ajuste no lineal como el de doble recíproco 
se utilizaron para estimar las constantes cinéticas. En la tabla 2 se encuentran los datos de doble recíproco 
que fueron utilizados para realizar el gráfico de tipo Lineweaver-Burk. En la tabla 3 se muestran las 
constantes cinéticas utilizando el ajuste no lineal y en la tabla 4 las constantes cinéticas estimadas por el 
gráfico de doble recíproco. 

Figura 5. CinéƟca de la reacción canónica y de la reacción no canónica de producción de H2S a parƟr de cisteína. 
A) La cinéƟca de ambas reacciones presentan un comportamiento hiperbólico. Los círculos rojos son la cinéƟca
variando la concentración de homocisteína (HCys) y dejando constante la concentración de serina (Ser = 20mM);
los triángulos azules son los datos cinéƟcos que corresponden a la variación de Ser y dejando constante la
concentración de HCys = 10mM. Los cuadrados negros corresponden a la cinéƟca de formación de sulfuro (H2S) a
parƟr de cisteína (Cys). Los datos experimentales fueron ajustados a la ecuación de Henri-Michaelis-Menten usando
el soŌware OriginLab 8®. B) Linearización de los datos cinéƟcos por el método de dobles recíprocos, el dato
encerrado en un círculo rojo no fue considerado para el ajuste lineal.

Un punto de los datos del doble recíproco (2, 1.147) no fue tomado en cuenta en la regresión lineal (Tabla 
2). Este punto al ser la concentración más baja de sustrato es uno de los más importantes en la tendencia 
del gráfico, cuando es considerado en la regresión lineal, las constantes cinéticas son mucho más elevadas 
de lo esperado según el ajuste no lineal, obteniendo valores de Vm=11 y KmHCys=5.

Tabla 2. Datos de doble recíproco

Reacción: Cys + Cys  Lth + H2S Reacción: Ser + HCys  Cth + H2O 
1/[Cys] 1 / v 1 / [HCys] 1 / v 1 / [Ser] 1 / v 

2 0.199 2 1.147* 1 0.811 
1 0.104 1 0.418 0.5 0.620 

0.5 0.072 0.5 0.293 0.2 0.398 
0.2 0.071 0.2 0.222 0.1 0.308 
0.1 0.058 0.1 0.220 0.05 0.258 

*Dato no considerado para el ajuste lineal
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Tabla 3. Constantes cinéticas estimadas con ajuste no lineal (Software Origin Lab®)

Sustrato Vm (U mg-1) Km (mM) Vm/Km 
Cys 18.6 1 18.6 

HCys 5.5 1.5 3.7 
Ser 4.4 3.5 1.3 

Tabla 4. Constantes cinéticas estimadas con el método de doble recíproco

Sustrato Km/Vm 1/Vm Vm (U mg-1) Km (mM) Vm/Km 
Cys 0.07 0.045 22 1.54 14.28 

HCys 0.23 0.185 5.4 1.24 4.35 
Ser 0.58 0.263 3.8 2.2 1.72 

Discusión
Es importante notar que algunas enzimas pueden unir a sustratos diferentes a los canónicos, en un fenómeno 
que se conoce como promiscuidad de sustratos (10). La importancia de las reacciones adicionales a la 
canónica dependerá de la concentración de sustratos intracelular y de las constantes cinéticas de la enzima 
por sus diferentes sustratos. 
En el caso de las reacciones que estamos estudiando, hay que notar que las constantes cinéticas de CBS son 
más favorables para la reacción no canónica de producción de H2S, teniendo una Vm alrededor de 4 veces 
mayor y una eficiencia catalítica (Vm/Km) 3 veces mayor con respecto a la HCys y casi 8 veces mayor con 
respecto a la Ser.

Conclusión
La CBS de T. cruzi es un mejor catalizador para la reacción de producción de H2S que para su reacción 
canónica y la importancia de las reacciones en el parásito dependerá de la abundancia intracelular de cada 
uno de los sustratos. 
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