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RESPUESTA AL PROBLEMA BIOQUIMICO

Ileana Hernandez- Reséndiz, Javier Belmont- Diaz y Sara Rodriguez- Enriquez
Departamento de Bioquimica, Instituto Nacional de Cardiologia, México D.F, México.

APLICACION DE LA ECUACION INTEGRADA DE
MICHAELIS-MENTEN PARA EL CALCULO DE LOS
PARAMETROS CINETICOS DE LA CELOBIOSA
DESHIDROGENASA EN PRESENCIA DE Fe3*

Considerando el esquema general en el que se
supone una saturacion por sustrato y por lo tanto
ausencia de reaccion reversa:

E+S——ES—=

E+P

De acuerdo con el esquema, se deduce la
ecuacién integrada de Michaelis-Menten para un
sistema de una reaccioén irreversible en la que Ks
<<<Kp vy el AG de la reaccion es muy negativo.

Los parametros cinéticos se obtuvieron a partir
de la ecuacioén integrada de Michaelis- Menten, la
cual es una ecuacion de velocidad diferencial que
permite obtener un grafico de tipo lineal (Fig. 3) ba-
sado en la ecuacién original de Michaelis-Menten.
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Figura 3. Linearizacién de los datos obtenidos con la

ecuacion integrada de Michaelis- Menten a partir de los
datos de Kremer y Wood (1).
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En la figura 2 se muestra el perfil de tiempo de
la reduccion del acetato de Fe3* utilizando con-
centraciones de 50- 500 pM de acetato de Fe3* a
300 Cy pH 4.

La derivacion de la ecuacion asume que el de-
cremento en velocidad en el tiempo resulta solo
de la disminucion de la saturacion de la enzima y
no de la inhibicién por producto o a que la enzima
ha llegado al equilibrio.

Cuando se llevan a cabo este tipo de experi-
mentos, se toma en cuenta la desaparicion del
sustrato conforme al tiempo. Cabe mencionar
gue la ecuacion integrada de Michaelis- Menten se
utiliza Unicamente cuando hay muy poca enzima,
poco sustrato o cuando el método de medicion
presenta muchas dificultades.

DEDUCCION DE LA ECUACION

Para desarrollar la ecuacion integrada de Michae-
lis-Menten se considera que la velocidad de una
reaccién catalizada puede ser expresada como el
consumo de sustrato con respecto al tiempo (2)
(Ec. 1).

dS  Vpax S
dt Ks+S

La expresién (1) puede rearreglarse para plantear
la ecuacion diferencial (Ec.2) y posteriormente
integrarla (Ec. 3)
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Al resolver la integral obtenemos:

—Ks (InS — InSy) — (S — Sy) = Voo £ oo e (4)

Dividiendo la ecuacion (4) entre (Km* t) y re-
arreglando obtenemos la expresion final para la
ecuaciéon de Michaelis-Menten integrada:

Vmax 1 (SD - S)

ln(sﬂ/s)
t ~Ks Ks t 7 ®)

A partir de los datos proporcionados se calcula
(So-s)/t (x) v (In So/s)/t (y) y se obtiene el
grafico (Tabla 2 y Fig. 3).

TABLA 2. Aplicaciéon de la ecuacién integral de
Michaelis-Menten para la determinacion de los pa-
rametros cinéticos de la celobiosa deshidrogenasa.

Tiempo|Abs (UA) ((So-s)/t |[(InSo/
(min) s)/t
0 0.25

0.72 0.15 0.14 0.71
1 0.12 0.13 0.73
1.2 0.1 0.13 0.76
1.5 0.075 0.12 0.80
1.8 0.05 0.11 0.89
2 0.04 0.11 0.92
2.3 0.03 0.10 0.92
3 0.01 0.08 1.07

De acuerdo con la ecuacion integrada de Michae-
lis- Menten, los interceptos en los ejes (y) y (x)
permiten calcular la Vmax vy la eficiencia catalitica
mediante la ecuacion Abs= abc (a=1.33 mM-tcm;

b= 1cm; c= concentracion), mientras que la pen-
diente proporciona la Ks de la enzima por el Fe3*.
La Vmax fue de 2.2 uMs?, la Ks fue de 66.5 pM y
la eficiencia catalitica fue de 0.03 s™. (Lo reportado
en el articulo: Vmax= 2.2+ 0.05 yM s y Ks= 54=+
3 UM) (Fig. 3).

CONCLUSIONES

La ecuacion integrada de Michaelis- Menten es una
estrategia que se utiliza para la determinacion de
los parametros cinéticos cuando (a) existe poco
rendimiento de proteina; y (b) poco sustrato dis-
ponible. Cuando se utiliza la ecuacién integrada
de Michaelis- Menten se considera una Ks <<<
Kp, AG muy negativa (enzima muy rapida donde
practicamente la reaccién reversa no existe).

Se debe considerar que la aplicacién de la
ecuacion de MM como se ilustra en este trabajo
tiene como inconveniente, que la concentracién
de sustrato con respecto al tiempo ([S],) es una
variable con alto grado de error experimental y
su transformacién lineal podria dar lugar a una
erronea estimacion de las Ks y Vmax (3). Por lo
anterior, se estan desarrollado nuevos métodos
matematicos que resuelven la ecuacion integrada
de Michaelis-Menten con la finalidad de disminuir
el error en el calculo de los pardametros cinéticos
(3-5).
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