de Michaelis-Menten, propusieron lo que hoy conocemos como “la doble reciproca” una

funcion lineal de donde se pueden extrapolar los valores de Ky ¥ Vpax:

Vo Vmax [

1 Ky+[S] Ky 1 1
- - — 3.24
St T (3:24)

max

i)
3=
=]
x

Es decir, obtenemos la ecuacion de una recta de la forma y = ax + b donde la pendiente

es Ku/Vmax ¥ la ordenada al origen es 1/V,,.,. Ademas, si hacemos que 1/v, = 0, nos queda

la igualdad
Ky 1 1
Vmax [S] Vmax
A B
0,35
0,4 A
0,3
0,25
0,3 1
=~ 0.2
~
A 0,15 0.2 1
17k, Ot 01 |
l 005 € Voo
2 5 0
-1 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
1/15] 1/1S]

Fig. 3.3. Representacién doble reciproca de Lineweaver-Burk de los datos de la Fig. 3.2. En A se muestra la linea que
une los puntos experimentales (rojo) y su prolongacién sobre los ejes. El corte del eje 1/v, se produce en el valor
1/Vmax y el corte del eje 1/[S] se produce en el valor equivalente a —1/Ky,. En B se muestra la misma grafica (sin

proyectar) donde se han incluido barras de error correspondientes a 10% de error en las medidas de las v. El 6valo
azul sefala los puntos que provienen de valores bajos de v,.

es decir, que la proyeccion de la recta sobre el eje de las abscisas da -1/Ky. En otras
palabras, la proyeccion de la recta sobre los ejes 1/vy y 1/[S] da por resultado las inversas de
los dos parametros de la hipérbola: 1/V,,.x y —1/Ky (Fig. 3.3).

La representacion de la doble reciproca, también conocida como representacién de
Lineweaver-Burk, si bien ha sido muy utilizada, tiene algunas limitaciones. La mas importante
es que, dado que en general se usan [S] relativamente bajas, los valores de las inversas 1/[S] y
1/v, son grandes y por lo tanto, también lo son los desvios ocasionados por los valores
experimentales. Observando la recta de la Fig. 3.3 vemos que los errores cometidos a valores
bajos de 1/[S]y 1/v, van a propagarse a la pendiente de la recta con lo cual la extrapolacion a
los ejes de abscisas y ordenadas puede arrojar estimaciones muy erroneas. Para solucionar
este problema se han propuesto modificaciones a la doble reciproca, siempre procurando
transformar la ecuacion de Michaelis-Menten en una ecuacion de una recta. Algunas de las

mas importantes son la representacion de [S]/v, vs [S], la de v, vs v/[S] y la lineal directa.
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Fig. 3.4. Representacion de Hanes-Wolfe de los datos de la Fig. 3.2. En A se muestra la linea que une los puntos
experimentales (rojo) y su prolongacion sobre los ejes. El corte del eje [S] se produce en el valor equivalente a -Kj,. En
B se muestra la misma grafica (sin proyectar) donde se han incluido barras de error correspondientes a 10% de error
en las medidas de las v,. El évalo azul sefiala los puntos que provienen de valores bajos de v,.

15 1%V,
N
12 A
9 -
k=]
> 6 4
39 Vinax/Kin
X
0
0 3 12 15

6 9
v/1S]
Fig. 3.5. Representacion de Eadie-Hofstee de los datos de la Fig. 3.2. En este caso no se pueden trazar barras de error

verticales ya que v, se encuentra en ambos ejes.

La primera de ellas es también conocida como la representacion de Hanes-Woolf y se

obtiene multiplicando ambos miembros de la doble reciproca (3.24) por [S]:

5] _ K 1
Vo Vmax Vmax

[S] (3.26)

En un grafico donde el eje de las ordenadas representa [S)/vp y el de las abscisas
representa [S], la ordenada al origen es K/V .. la pendiente es 1/V,,,, y €l corte en el eje de
las abscisas se produce en el valor —Kj, (Fig. 3.4).

Calculando V.« a partir de esta pendiente, también puede obtenerse Kj, despejando del
valor de la ordenada al origen.

Similarmente, si multiplicamos ambos miembros de la ecuacion de la doble reciproca (3.24)

por (Vo Vmax) Y rearreglamos se obtiene la representacion de Eadie-Hofstee:

Yo Vmax — KM Yo Vmax Yo Vmax
Vo Vmax [S ] Vmax

(3.27)
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Vo

Viax 5] Ky +v, (3.28)
Vo
Vo = Voo — EKM (3.29)

En una representacion grafica de 3.29 donde las abscisas representan v/[S] y las ordenadas v,
se obtiene una recta cuya ordenada al origen es V.., y su pendiente es —K, (Fig. 3.5)

En ambos casos, se evita que o bien [S] o bien v, estén expresados como inversas, con lo
cual se disminuyen las desviaciones de la pendiente que se originaban por el alto valor de la
inversa del error en la doble reciproca. En la representacion de Hanes-Woolf (3.26) la magnitud
del error en la v, queda relativizada por la [S], de modo que las barras de error son menores
para valores bajos de vy. (Fig. 3.4). Por lo tanto, si el disefio del experimento demanda medir v,
bajas, es preferible utilizar esta representaciéon antes que la doble reciproca. Por su parte, la
representacion de Eadie-Hofstee (3.29) permite representar las v, en forma directa a lo largo de
todo el rango desde 0 hasta V..« (Fig. 3.5). Ademas, en esta representacion los datos que mas
se desvian de la linea de ajuste son facilmente observables, de modo tal que es preferible
utilizar esta representacion cuando hay dudas acerca de si la cinética de la enzima en estudio
sigue o no el modelo de Michaelis-Menten (mas adelante vamos a ver comportamientos que se
desvian de esta cinética).

Finalmente, en 1974 Eisenthal y Cornish-Bowden propusieron la representacion lineal
directa, que tiene la ventaja de que no requiere calculos y por lo tanto puede ser utilizada en el
laboratorio mientras el experimento esta en curso. Ello permite ajustar concentraciones y
tiempos de incubacién en tiempo real para optimizar reactivos y esfuerzo. Esta representacion
parte de un rearreglo de la ecuacion de Michaelis-Menten (3.17), donde ahora la V,,..x y el Ky

son tratados como variables:

16
Viox—
14

i S Fig. 3.6. Representacion lineal directa de los datos de la
! = Fig. 3.2. Cada recta es un par de datos de —[S] y vy, y las
! coordenadas del punto donde todas las rectas se cortan
i son Ki Y Vinax.
‘10 8 6 4 2 0 T 2
18] N
v = Vmax [S] . _ UO(KM + [S]) (3 30)
Ky t[S]T [S] '
Vo
Vipar = Ky —+v, (3.31)

[S]
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La ecuacion 3.31 define una linea recta donde la ordenada al origen es v, y la pendiente
es Vy/[S], que cortara al eje de las abscisas en valores de —[S] y al eje de las ordenadas en
valores de vy:

)

Vi = 0 2 =Ky, = v (3.32)
Ku % (333
™ w O

Ky = —[S] (3.34)

Vo

KM =0~ Vmax = OE

+v, (3.36)

Viax = v (3.37)

Por mas que parezca raro usar v, y [S] como constantes, en realidad una vez que uno las
mide en un experimento puede considerar que lo son, ya que las mismas no deberian
modificarse para esa medicidén en particular. De este modo, puede trazarse una recta para un
par de valores de v, (en el eje de las ordenadas) y —[S] (en el eje de las abscisas). Dado que
para esa enzima y en ese experimento en particular va a haber un unico par de valores de V.,
y Ky que no dependeran de las [S], una segunda recta trazada para un segundo par de valores
de vy y —[S] se debera intersectar con la primera en un punto cuyas coordenadas en los ejes vy
y [S] deberan ser V.., y Ky (Fig. 3.6). Lo mismo puede decirse de cualquier par de puntos de v,
y —[S], de modo tal que se terminara obteniendo una serie de rectas, todas las cuales se
deberian cortar en el mismo punto de coordenadas (Ky; Vmax) ¥ cuya desviacion nos dara una
medida del error experimental. Por lo tanto, lo Unico que hay que hacer es medir v, a diferentes
[S] y graficar las rectas resultantes a ver si todas se cortan en un mismo punto. Si es asi, de

ese punto pueden extraerse directamente los valores de V., y Ky (Fig. 3.6).

La Forma Reversible de la Ecuacion de Michaelis-Menten

Todo lo que vinimos viendo hasta aqui se basa en la idea de que trabajamos en condiciones
iniciales, esto es, antes de que se haya acumulado una cantidad significativa de producto. Esto
sin dudas sirve de mucho para calcular los parametros cinéticos Viax, K, ka y Ky mediante
ensayos in vitro, pero no refleja la realidad de la célula. Si consideramos una enzima actuando
en el metabolismo celular y no en el tubo de ensayo, inmediatamente veremos que cataliza su
reaccion especifica en presencia tanto del sustrato como del producto. Sin embargo, como
veremos mas adelante, la reaccién no llega al equilibrio, sino que se encuentra en un estado
estacionario, tal que aun cuando no se den las condiciones iniciales, la velocidad de reaccion

sigue siendo constante. Esto puede entenderse si miramos el siguiente esquema:
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—> A@EZB& Cl& D —»
entrada E, E, E; salida

que representa parte de una via metabdlica donde hay una entrada de sustancia A, que se
transforma en B, luego B se transforma en C, que a su vez se transforma en D, y D sale del
sistema. Si este sistema esta en estado estacionario, significa que el flujo de materia a lo largo
de la serie de reacciones es constante. En otras palabras, la velocidad con la que entra materia
bajo la forma de A es igual a la velocidad con que sale materia bajo la forma de D. No importa
si la molécula A es mas grande o mas chica que la molécula D, o si es mas compleja o esta
mas reducida, etc. Lo que importa es si la cantidad de materia por unidad de tiempo que
entra al sistema es igual a la que sale. Para que se cumpla la condicion de estado estacionario
por la cual la cantidad de materia que entra por unidad de tiempo es igual a la que sale, debe
cumplirse ademas que todas las reacciones dentro del sistema estén ocurriendo a la
misma velocidad®. O sea, el flujo de materia dentro del sistema también debe ser constante.
Por ende, la reaccion catalizada por la enzima E; (en el recuadro) debe estar ocurriendo a una
velocidad constante e igual a la de las catalizadas por E; y E3 para que la condicion de estado
estacionario se mantenga. Esto significa que no importa que B (sustrato) y C (producto) estén
presentes; la reaccion va a ocurrir de todos modos con velocidad constante. Por lo tanto,
necesitamos una expresion de la ecuacion de Michaelis-Menten que dé cuenta de la presencia
del producto para poder aplicarla al analisis de vias metabdlicas.

De acuerdo con el esquema que planteamos al principio, la serie de reacciones a considerar

en presencia del producto serian:

K, k,
E+S<e2 ES €2E+P
K4 K

con lo cual ahora no solo debemos considerar como constante catalitica a k,, sino también a
k_s, ya que hay que tomar en cuenta la reaccion de formacion de S a partir de P. Ademas, la
velocidad neta (vpet:) va a resultar de la diferencia entre la velocidad de formacion de P a partir
de S (a la que denominaremos velocidad directa, o vy4) y la de formacion de S a partir de P (a la

que denominaremos velocidad reversa, o v,):
Vneta = Vg — Ur (338)
Por lo tanto, si hacemos la simplificacién de tomar en cuenta al complejo ES como el unico

capaz de producir P a partir de S o bien S a partir de P, el estado estacionario puede ser

expresado como la situacion en la cual la [ES] no cambia con el tiempo. Es decir que en este

® Esto se refiere al ejemplo de una via lineal muy simple. Normalmente, las vias metabdlicas incluyen ramificaciones y
ciclos en las cuales no se puede decir que todas las reacciones ocurren a la misma velocidad, sino que el balance
neto de las velocidades de entrada y salida se compensa exactamente para dar por resultado el estado estacionario.
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estado la diferencia entre las velocidades de formacion de ES a partir de S o de P y las
velocidades de descomposicion del complejo ES para dar S o P es nula:

d[ES]
dt

= ky([Er] = [ESDIS] + k_,([E7] = [ESD[P] = (k_y + k)[ES] =0 (3.39)

Agrupando los términos que contienen [ES] y reordenando, obtenemos la siguiente igualdad
para [ES]:

ky [Er][S] + k_, [Er][P]
(k_y + Ky + ke [S]+ k_5[P])

[ES] = (3.40)

Esta ecuacion es muy similar a 3.14, la que obtuvimos anteriormente en el tratamiento de la
aproximaciéon del estado estacionario para deducir la ecuacién de Michaelis-Menten y de
hecho, si se considera [P] = 0 se llega a la misma ecuacion.

Ahora podriamos expresar la v,q, de producciéon de P como la diferencia entre la velocidad
a la cual P es producido en la reaccion ES — E + P y la velocidad a la cual P es consumido en

la reaccion E + P —» ES:
Vneta = K2[ES] — k_5([Er] — [ESD[P] (3.41)
Reemplazando [ES] en 3.41 por lo obtenido en la igualdad 3.40:

ke (EA1IS] + Ky [E-IP] e (ERIS] + Ky (ESIP]
Gt vt i) 2 P e e ST + kalP])

[P] (3.42)

Vneta = kZ

Esta ecuacion da un poquito de miedo, y peor va a ser ahora, que te voy a pedir que
saquemos denominador comun vy distribuyamos el numerador. Pero enseguida vas a ver que
para nuestra tranquilidad, la mayoria de los términos del numerador se van a cancelar

mutuamente:

ey Ky [ER1IS) — k_yle_ [EgJIP] + kok_y [Er]IP] = keyle_s [Ex][P]
Uneta = U+ T IaS] T k2 [P]) *

L Ka Jea [ErJISIP] = ke [E7]ISIOP] + k_;* [E7][P]? — k_;” [E7][P]?
(k_y +ky + &y [S]+ k_,[P])

(3.43)

la cual, luego de simplificar los términos que se cancelan mutuamente, queda:

_ ky ky[E7][S] — k_,k_; [E7][P]
Preta = T+ kg + Ka[S] + ko [P])

(3.44)
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De nuevo, si comparamos con la ecuacion 3.15 veremos que se trata de la misma
ecuacion, con [P] = 0. Similarmente, si consideramos [S] = 0 obtendremos la ecuacion
simétrica para la v, de produccién de S a partir de P. Con estas consideraciones, podemos
encontrar los parametros cinéticos para S y P que quedan definidos por la relacion entre

las constantes k4, k 4, ko y k 2:
kp,S = kz; kp,p = k_1 (3.4’5)

k_i+k k+k
KM,S - 1]( 2; KM,p = —}{ z (346)
1 -2

e ke ek
ATk 4tk M T ko +k,

(3.47)

Con estas definiciones, y recordando que V. = k2 [ET] por lo que analogamente V.
= k 4 [ET], podemos ahora dividir el numerador y el denominador de la ecuacion de la Ve,
por (k_; + k,) y expresarla asi en términos de los parametros cinéticos de la ecuacion de

Michaelis-Menten:

kl kZ [ET] [S] k—lk—Z [ET][P]

Tk, Tk, Kk, +k,
Vneta = k—l + kz N kl [S] N k_Z[P] (348)
Kk ¥k, "k 4k, "k,+k,

S P
Vmax,d % - Vmax,r IEM]P
Vneta = |,:S] -

[P]
14+
KM,S KM,P

(3.49)

La ecuacion 3.49 se conoce como la ecuaciéon de Michaelis-Menten reversible y puede
verse que, como siempre, si hacemos [P] = 0 se reduce a la ecuacioén directa 3.17. Esta
ecuacion puede aplicarse a vias metabdlicas y utilizarse para el modelado matematico del
metabolismo, donde los flujos internos van a estar determinados por las Vv, de las
enzimas participantes.

Sin embargo, esta deduccién tiene un problema, originado en una simplificacion que se
utilizé en el punto de partida. Recordemos que comenzamos diciendo que partiriamos de “la
simplificaciéon de tomar en cuenta al complejo ES como el Unico capaz de producir P a partir de
S”, lo cual no es estrictamente asi. En realidad, el esquema de reacciones deberia

representarse de la manera siguiente:
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K, ks ks
E+Se2 ES € EP €2 E+P
k., k. K 3

Es decir, en la simplificacién que hicimos no tomamos en cuenta (deliberadamente) que una
vez que se forma el complejo ES ocurre la reaccion dentro del mismo, con lo cual dicho
complejo se transforma en un complejo EP y solo después el P se disocia de la E. La
transformacion del complejo ES en EP también tiene su cinética, y en particular, es ahi donde
se produce la reaccion. Por lo tanto, puede considerarse que la etapa cuyas constantes
cinéticas son k, y k , es la etapa limitante de la reaccion, ya que las otras dos etapas son
simplemente union y disociacién. Por supuesto que si quisiéramos deducir la ecuacion de la
Vneta @ partir del sistema de reacciones completo nos las veriamos negras, pero al final
llegariamos a la misma ecuacion de Michaelis-Menten reversible, salvo que ahora los
parametros cinéticos van a resultar de relaciones de constantes diferentes ya que debemos
incluir las constantes cinéticas de la transformacién reversible de ES en EP. No vamos a

deducir todos estos parametros pero si es importante considerar los dos Kjy:

ki ke, + k_ ks + Kok ki de_y + k_iksy + Kok
Kys = ; Mp = (3.50)
’ by (ko + ko + ks3) ’ k_s(k_y +k_5+ k)

Si, como dijimos, la transformacion reversible de ES en EP es la etapa limitante de la
reaccion, significa que tanto la reaccion ES — EP como la reaccion EP — ES deben ser ambas
limitantes. Esto quiere decir que la constante k, para la transformacion ES — EP debe ser
mucho menor que la suma de las constantes (k » + k3), que determinan la reaccion reversa EP
— ESy la disociacion EP — E + P, y simultaneamente, la constante k_, para la reaccion EP —
ES debe ser mucho menor que la suma de las constantes (k_; + k), que determinan la

disociacion ES — E + Sy la reaccion ES — EP:

ky & (k_y +k3) (3.51)

Ky < (k_y +ky) (352)

Por lo tanto, si aproximamos a cero los valores de esas constantes y las reemplazamos en

las ecuaciones 3.50:

k_y(k_, 4+ k) +0ks Kk,
Kys= =—L=K 3.53
M,S fey(k_y + 0 + k3) k, 55 (3:53)

Kyp = =—=K 3.55
MP™ ke (kg +0+1k,) kg O (3.55)
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las constantes de Michaelis-Menten Kj, se reducen a las constantes de disociacion Ks. Por

lo tanto, la ecuacioén 3.49 queda expresada como:

5] [P]

V -
max,d S
X, KS,S max,r [

S,P
- 3.56
oL 809
KS,S KS,P

Vneta =

donde ahora las constantes de disociacién si representan la verdadera afinidad de la

enzima por S o P.

Relaciéon de Haldane

Al principio del capitulo aclaramos que las enzimas son catalizadores, es decir, aceleran la
velocidad de las reacciones pero no modifican sus constantes de equilibrio. Ahora podriamos
preguntarnos si a partir de los parametros cinéticos podemos obtener una expresion para la

constante de equilibrio. Suponiendo una reaccién no catalizada:

en el equilibrio la v, = Vg — v, €S cero, con lo cual:
kl[S]eq = k—l[P]eq (3.57)

donde [S]e; y [Pleq representan las concentraciones de S y P una vez que la reaccion

alcanzo el equilibrio. Por lo tanto, la constante de equilibrio (Ke,) sera:

k[Pl
L 5oy (3.58)

Keqg =

Como dijimos, estas [S]e, ¥ [Pleq S€ran las mismas si se afade la enzima que cataliza esta
reaccion; la unica diferencia sera que se alcanzaran mas rapido en presencia de la enzima que
en su ausencia. Por lo tanto, si utilizamos [S]eq Y [Pleq €n la ecuacién 3.49, ésta forzosamente

tendra que igualarse a 0:
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Para que esto sea asi, es necesario que el numerador de 3.59 valga 0, con lo cual:

La ecuacioén 3.60 se llama relacion de Haldane entre los parametros cinéticos y la constante
de equilibrio. Como la [E] es la misma en ambas V., la relacion de Haldane también puede

expresarse usando los otros parametros cinéticos, lo cual es ilustrativo:

ks

Kus

ks =K,, (3.61)

Ku,p

k

k“—'s =K,, (3.62)
,P

es decir que la constante de equilibrio también es la relacién entre las constantes de
especificidad para S y P. La reaccion va a ser termodinamicamente favorable en el sentido S —
P si la constante de especificidad para S es mayor que para P. No obstante, debe recordarse
siempre que estos tratamientos se refieren a tendencias termodinamicas; la reaccion puede
proceder en el sentido P — S si se la inicia en presencia de P y con [S] = 0.

La relacion de Haldane también puede reemplazarse en la ecuacion 3.49, lo cual brinda otro

resultado interesante. Comencemos por sacar divisor comun en el denominador:

SISt o, I, I8, 1P
max,d K max,r [T max,d K max,r |
Vross = M,S MP _ M,S M,P (3.63)
" 14081 [P1 Ku,sKu,p + Ku,p[S] + Ku,s[P]
Kus = Kup Ky, sKup

Ahora llevemos Ky, s al numerador:

5Ly, 42y

KM,S (Vmax,d KM,S ~ Ymax,r K

M,P
v, = = 3.64
P P o I -

Ky p Ky p Ky p

Simplificando y reordenando en el denominador:
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Kirs (o 1L~ Vo L) Ko (Vi 2 s 2L

ax,d KM B ~ Ymax,r KM - ax,d KM S max,r KM -

vneta = - (365)
Ku,s[P] [P]
Kus + [5]+ 2 Kuns (14 m) +15]
Distribuyamos Ky, s en el numerador y simplifiquemos:
Kus[P]
Vmax,d [S] - Vmax,r M,; »
vneta = - (366)

Kus (1 + %) +[8]

»

Seguidamente, multipliquemos y dividamos por Vp.s en el numerador y luego
simplifiquemos:

KM,S [P] Vmax,d
KM,P Vmax,d

%
Vmax,d [S] VZZ:Z - Vmax,r
[P]

Kugs (14 gL) + [5] C Kus(14 L) +1s)

»

Vinaxr K
Vinax,d ([S] —[P] M)

Vmax,dKM,P

(3.67)

Vneta =

»

Si comparamos el segundo miembro del numerador con la relacion de Haldane (3.60)

vamos a notar que

Vmax,rKM,S _ KM,P

Vmax,dKM,P Vmax,d Keq

De este modo, si reemplazamos 3.68 en 3.67, la ecuacion que finalmente nos queda es:

Vinax,d ([5] - I[(P]>

Kus (1 + Ig ]P) -:q[S]

Vneta =

(3.69)

Esta ecuacion es una forma muy Util de escribir la ecuaciéon de Michaelis-Menten reversible
ya que destaca, por un lado, el parecido con la ecuacion de Michaelis-Menten para la v, (3.17)
y por otro lado, evidencia dos cosas fundamentales. En el numerador, evidencia que la Vpe,
depende de cuan desplazada del equilibrio esté la reaccién. Llamemos a lo que tenemos
dentro del paréntesis del numerador de 3.69 como grado de desplazamiento del equilibrio y
simbolicémoslo como p. Si alli reemplazamos K., por la relacién de concentraciones de Sy P

en el equilibrio (ecuacién 3.58), obtenemos lo siguiente:

90



Keq Plo
[S]eq
p=181- Bl G70
eq

Asumiendo que iniciamos la reaccion con S y en ausencia de P, la misma se producira
necesariamente en el sentido S — P, independientemente de su valor de K,,. A medida que
transcurra la reaccion [S] se aproximara a [Sleq, Y por lo tanto ira disminuyendo desde su valor
inicial. Reciprocamente, a medida que se vaya produciendo P, [P] se ird incrementando y se ira
aproximando a [PJe,. Es importante notar que ni [S] podra disminuir mas que el valor de [S]eq ni
[P] podra aumentar mas alla de [P]eq, ya que estos son los limites termodinamicos del sistema.
Por lo tanto, a medida que [S] disminuya y [P] aumente, p tendera a cero.

Vale la pena recordar aqui que la condicion termodinamica para que una reaccion se

produzca es que su AG’ sea menor que cero. El valor de AG’ surge de:

[Pllq + RTlnﬂ (3.71)

AG' = —RTIn 5]y 5]

Como puede verse, cuanto mas desplazada del equilibrio esté una reaccion, mas negativo
sera su AG’ y por lo tanto, mas favorable sera termodinamicamente. Pero esto nada nos dice
de su velocidad, ya que, como venimos insistiendo, la relacién 3.71 se cumple
independientemente de la presencia de la enzima, y ademas no incluye explicitamente al
tiempo. Sin embargo, si reemplazamos 3.70 en 3.69 veremos que el grado de desplazamiento

del equilibrio también determina en forma directa la v,e,:

e,

Kugs (14 Ig ]P) +15]

(3.72)

Vneta = max,d

Por otra parte, si miramos en el denominador de 3.69 y 3.72, notaremos que se parece
mucho al denominador de la ecuaciéon de Michaelis-Menten directa (3.17) excepto que Ky s
aparece multiplicado por un factor mayor que 1. El valor de este factor depende de [P] y de la
afinidad de la enzima por P. Dado que P puede acceder también al sitio activo de la enzima,
blogquea en parte los sitios accesibles para S. Por lo tanto, el efecto que se produce por la
presencia de P es disminuir el valor de Kj, ya que ahora se necesita mayor [S] para alcanzar la
misma v, que si P no estuviera. Sin embargo, la presencia de P no afecta el valor de V., ya
que al ser la union de P al sitio activo reversible, P puede ser desplazado del sitio activo

aumentando suficientemente la [S]. Ya que estrictamente el Kys no se modifica por la
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presencia de P, hablamos de Ky, s aparente y lo podemos simbolizar Kyp),s. Reemplazando,
3.72 queda expresada entonces como

neta max,d KM(ap),S T [S]

(3.73)
donde ahora vemos claramente cémo la v,e, depende del grado de desplazamiento del

equilibrio y de la afinidad de P por el sitio activo de la enzima.

Preguntas

1) ¢ Cuales son los aspectos caracteristicos de las reacciones enzimaticas?
2) ¢ Es cierto que todas las enzimas conocidas son de naturaleza proteica?

3) ¢ Qué propiedades presentan las enzimas que las diferencian de otros catalizadores?

)
)
)
4) ; Qué tipo de interacciones se ejercen entre la enzima y el sustrato para formar el complejo ES?
5) ¢ A qué es igual la constante de Michaelis, de qué depende?

6) Defina Ks y Kat.

7) Cual es la diferencia entre el complejo activado y el complejo enzima-sustrato?

8) Para una reaccion A — B defina las condiciones en que Kj, = Ks. Describa condiciones bajo
las cuales esto no es cierto.

9) ¢ Cual es la aproximacion del estado estacionario y bajo qué condiciones es valida?

10) ¢Cual es el orden de reaccion, con respecto al sustrato, de una reaccion enzimatica
monosustrato?

11) ¢ Bajo qué condiciones podemos asegurar que medimos velocidades iniciales?

12) ¢ En cuanto tiempo se alcanza la Va7

13) ¢ Como varia la velocidad inicial para [S]<<K), y para [S]>>K,,? ;Qué utilidad tiene trabajar
en cada una de estas condiciones?

14) ¢ Cual estimaria que fuese la concentracion del sustrato fisiologica de las enzimas?

15) ¢ Qué es el numero de recambio?

Problemas

Problema 1

Para una reaccion catalizada por una enzima michaeliana:

a- Dibuje un grafico de velocidad de reaccion en funcion del tiempo.

b- Haga lo mismo para la velocidad inicial en funcion de la concentracion del sustrato.

c- ldem para velocidad incial vs. concentracion de enzima.
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Problema 2

La creatina quinasa cataliza la siguiente reaccion:
creatina + ATP 2 Creatina-P + ADP

a- De acuerdo al valor de K4, en una mezcla de creatina, ATP, creatina-P y ADP en equilibrio a
pH 8,0 un 87% de la creatina se encuentra como creatina-P. Si a esta mezcla se le agrega la
creatina quinasa (sin cambiar las otras condiciones), ¢podria predecir qué porcentaje de
creatina-P habra luego de una hora de reaccion?.

b- Si luego de alcanzado el equilibrio se agrega creatina-P marcada con 2p, ¢, se introducira 2p
en el ATP?.

c- El Ky de esta enzima por la creatina es 1,6 x 10 M. ¢ Qué significado fisico tiene este valor?

¢, Como podria aumentar el Ky, (creatina)?.

Problema 3
En diez mezclas de reaccion conteniendo la misma concentracién de enzima y distintas

concentraciones de sustrato, se determinaron las velocidades iniciales:

Sustrato (M) Vo (pmoles min™)
1,0.10° 65
5,0.10™ 63
1,0.10" 51
5,0.10° 42
3,0.10° 33
2,0.10° 27
1,0.10° 17
5,0.10° 9,5
1,0.10° 2,2
5,0.107 1,1

Utilizando la ecuacién de Lineweaver-Burk, determine graficamente Ky, y V4. Tenga en
cuenta que uno de los factores criticos en la seguridad de esta determinacién es la escala
elegida para ordenada y abscisa. ;Qué rango de concentracién de sustrato es mas util

para estas determinaciones?
Problema 4

En un experimento similar al anterior, se obtuvieron los datos de la tabla que se muestra en la

pagina siguiente.
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Grafique v, en funcion de v,/[S]. Determine Ky, y Vs ¢Cuadl es la ventaja de este tipo de

grafica con respecto al grafico de la doble reciproca?

Sustrato (M) Vo (wmoles min™)
4,0.10" 130
2,0.10" 110
1,0.10" 89
5,0.10° 62
4,0.10° 53
2,5.10° 38
2,0.10° 32

Problema 5
Se estudio la dependencia de la velocidad de una reaccién enzimatica con la concentracion de
sustrato. Se midieron en un volumen de reaccién de 10 ml, las velocidades iniciales a distintas

concentraciones de sustrato y concentracién constante de enzima:

Sustrato (M) Vo (umoles min™)
5,0.10° 0,25
5,0.10° 0,25
5,0.10™ 0,25
5,0.10° 0,20
5,0.10° 0,071
5,0.10” 0,0096

a) ¢ Como determina los valores de v,?

Utilizando calculos numéricos (no graficos) conteste lo siguiente:

b) ¢ Cuales son los valores de Vs y Ky/?.

c) ¢,Cudles son las velocidades iniciales a [S] = 1,0.10° My 1,0.10" M?.

d) Calcule la cantidad total de producto producido durante los primeros 5 minutos a [S] 2,0.10°
M. ¢ Puede hacer el mismo calculo a [S] 2,0.10° M?.

e) Suponga que la concentracion de enzima en cada mezcla de reaccion se incrementa en un

factor de 4. 4 Cual sera el valor de K,? y de V,,5? ¢ Cual sera el valor de v, a [S] 5,0.10° M?.
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Problema 6

Se desea medir parametros cinéticos de la invertasa en un extracto de levadura comercial. Esta

enzima cataliza la siguiente reaccion:

sacarosa + H,O 2 glucosa + fructosa

Para ello se realiza el experimento diagramado a continuacion:

Mezcla de Mezcla de Mezcla de
reaccion 1 reaccion 2 reaccion 3
Buffer Ac. acético-acetato Na 0,02 M pH 4,77 2ml 2ml 2 ml
Sacarosa 0,5 M - - 2 ml
Sacarosa 0,05 M 2ml 4 mi -
Extracto enzimatico 0,4 ml 0,4 ml 0,4 ml
Agua 5,6 ml 3,6 mi 5,6 ml

Las tres mezclas de reaccién se incubaron a 20 °C tomandose muestras de 1 ml a

tiempos 2', 5' 7' y 10" de incubacion. Sobre las muestras se midio la actividad de la

enzima. Los resultados se expresan como pmoles de sacarosa transformada en 10 ml de

mezcla de reaccion:

umoles sacarosa transformada/10 ml mezcla reaccion

Tiempo M.R. 1 M.R. 2 M.R.3
2' 1,6 2,0 3,9
5' 3,7 4,5 9,0
7 5,5 6,3 12,6
10' 5,5 9,0 18,2

a- Calcule, con estos datos, Vs Y K @ partir de un grafico 1/v, en funcion de 1/[S].

b- Calcule las unidades de invertasa contenidas en los 0,4 ml de extracto enzimatico, de

acuerdo a una unidad de actividad enzimatica que Ud. debe definir previamente.

c- ¢ Puede calcular la actividad especifica de la invertasa en el extracto enzimatico? Explique.

Problema 7

Los siguientes datos se registraron para la reaccion S 2 P catalizada enzimaticamente:
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[S1(M) Vo (nmoles I min™)
6,25 x 10° 15,00
7,50 x 10 56,25
1,00 x 10 60,00
1,00 x 107 74,90
1,00 x 107 75,00

a- Determinar V5 y Ky

b-¢,Cual seria v, si [S] = 2,5.10”° M?

b1-¢,Cual seria v, si [S] = 5,0,10° M?

b2-; Cual seria v, si [S] = 2,5.10° M y la concentracion de enzima es el doble de la original?
c-¢,Cual es la concentracion de enzima libre cuando [S] es 1,00.10% M?

d- ¢ Cual es la concentracion de enzima libre cuando [S] es 6,25.10° M?

e- La v, dada en la tabla anterior se determind midiendo la concentracion de producto
acumulado en un periodo de 10 min. §Es valida la suposicion de que estos valores de v,
representan las velocidades iniciales en todo el rango de [S]?

f- Defina una unidad enzimatica para este sistema y calcule la actividad en la mezcla de

incubacion.
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