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INTRODUCCION

La actividad enzimatica puede ser disminuida o
eliminada por la accion de ciertas sustancias a las
cuales se les conoce con el nombre de inhibidores
enzimaticos.

Launion de uninhibidora la enzima puede impedir

la entrada del sustrato a su sitio activo y obstaculi-
zar la catalisis de la reaccion correspondiente. Esta
unidn del inhibidor puede ser reversible o irreversi-
ble. Normalmente los inhibidores irreversibles reac-
cionan con la enzima de forma covalente modifican-
do su estructura quimica. En cambio los inhibidores
reversibles se unen a la enzima de forma no cova-
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lente dando lugar a diferentes tipos de inhibiciones
dependiendo de si el inhibidor se une a la enzima, al
complejo enzima-sustrato o a ambos al mismo tiem-
po. Son del tipo puentes de hidrogeno, interacciones
hidrofobicas y enlaces idnicos. Los enlaces débiles
multiples entre el inhibidor y el sitio activo se com-
binan para producir una unién fuerte y especifica sin
que ocurran uniones quimicas. El inhibidor puede
ser removido facilmente por dilucion.

Lainhibicionreversible puede afectaralaV,
y/o a la K, de la ecuacion de Michaelis- Menten
V=V . [SI/K, +[S])yasea:

* Si solo afecta al K, la inhibicion es competi-
tiva.

* Sisolo afectaala ¥ lainhibicion es no-
competitiva.

* Si afecta tanto a la K, , como ala V| la inhi-
bicion es incompetitiva o mixta.

En el libro Principles of Biochemistry (Lehnin-
ger et al., 2009) se describen los diferentes tipos de
inhibicion de la siguiente manera:

“Enlainhibicion competitiva el sustrato y el
inhibidor no se pueden unir a la misma enzima al
mismo tiempo. Esto generalmente ocurre cuando el
inhibidor tiene afinidad por el sitio activo de una
enzima donde el sustrato también se une; el sustrato
y el inhibidor compiten para el acceso al sitio activo
de la enzima. Este tipo de inhibicion se puede su-
perar con concentraciones suficientemente altas del
sustrato, es decir, dejando fuera de competicion al
inhibidor.

En la inhibicion no-competitiva el inhibidor se
une a otro sitio distinto del sitio activo de la enzi-
ma: la union modifica la configuracion tridimensio-
nal de la enzima y bloquea la reaccion. Este tipo de
inhibidor no compite directamente con el sustrato
para unirse a la enzima y, por lo tanto, este tipo de
inhibicion no disminuye cuando aumenta la con-
centracion del sustrato. El grado de inhibicion de-
pende solamente de la concentracion del inhibidor.

Lainhibicion es incompentitiva o mixta cuando el
inhibidor se puede unir a la enzima al mismo tiempo
que el sustrato por lo que el inhibidor ejerce su efec-

to s6lo a altas concentraciones de sustrato (cuando
hay gran cantidad de complejo enzima-sustrato).
Es decir, el inhibidor se une s6lo al complejo en-
zima-sustrato pero no a la enzima libre. Por lo tan-
to, variando la concentracion de sustrato se evita la
union con el inhibidor. En este tipo de inhibicion el
inhibidor se une a otro sitio que no es el sitio activo
de la enzima.

En la inhibicién por sustrato o por producto de
una reaccion enzimatica son éstos los que inhiben la
actividad enzimatica. Este tipo de inhibicion puede
seguir los patrones competitivos, no competitivos
o incompetitivos. En la inhibicién por sustrato hay
una disminucion progresiva de la actividad a altas
concentraciones de sustrato. Esto puede indicar la
existencia de dos sitios de union entre sustrato y en-
zima. Cuando hay poco sustrato se ocupa el sitio
de alta afinidad y sigue la cinética normal. Sin em-
bargo, a altas concentraciones, el segundo sitio de
inhibicion se ocupa inhibiendo a la enzima”.

Con este trabajo se busca poner de manifiesto
las ventajas del programa Polymath para determinar
los parametros de los modelos de inhibicion trata-
dos mediante la regresion de datos experimentales
obtenidos de la bibliografia mencionada.

MATERIALES Y METODOS

Se presenta a continuacion la cinética enzima-
tica:

E+S’;<_—2>_ES—’%—>E+P

siendo £ la enzima, S el sustrato, P el producto y k£
las constantes de la reaccion correspondiente.

La representacion grafica de la ecuacion de
Michaelis-Menten, es decir de la dependencia de la
velocidad de reaccion con la concentracion de sus-
trato, se muestra en la Fig. 1 extraida del libro Prin-
ciples of Biochemistry. La V| _corresponde al valor
maximo de velocidad al que tiende la curva. K es
la concentracion de sustrato a la cual la velocidad de
la reaccion es la mitad de la V'

max®
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Fig. 1 - Velocidad de reaccion V versus
concentracion de sustrato [S]

Viir [5]

K, +[S]

La velocidad de reaccion maxima que presenta
la enzima es un paradmetro importante para su es-
tudio. Dicho valor serd alcanzado cuando la con-
centracion del complejo enzima-sustrato alcance su
valor maximo. Esta concentracion ocurrira cuando
toda la enzima disponible forme parte del complejo
con el sustrato, es decir, cuando la concentracion de
enzima libre sea igual a cero. Esta condicidn se co-
noce como saturacion de la enzima con el sustrato.
Dicha velocidad es por lo tanto una funcién de la
concentracion de la enzima en la reaccion.

Los valores de K|, de las enzimas varian amplia-
mente. Para la mayoria de ellas K|, varia entre 10"
y 10 M. El valor de K, para una enzima depende
de cada sustrato particular y también de las condi-
ciones ambientales como temperatura y fuerza i6-
nica. K, es la concentracion de sustrato a la cual
la mitad de los centros activos estan ocupados y la
misma relaciona las constantes de velocidad de las
etapas individuales. Una K|, alta indica una union
enzima-sustrato débil, una K| baja indica una union
fuerte. K, indica la afinidad del complejo ES.

Para determinar graficamente los valores de K,
y V... s mas sencillo utilizar la representacion do-
ble reciproca (I/V frente a 1/[S]), ya que se trata de
una linea recta (Fig. 2). Esta representacién doble
reciproca recibe el nombre de representacion de Li-
neweaver-Burk y es una recta en la cual:

1

[5]

1_Ky
VoV,

1
+ [
Vma’x

- La pendiente es K, /V, .

- La abscisa en el origen (1/V = 0) es - I/K,
(es la solucion de la ecuacion).

- Laordenadaen el origen (1//S] = 0) es I/V, .

1
v w_km

i -

1
(S]

Fig. 2 - Representacion de 1/V versus 1/[S]

De esta forma a partir de datos experimentales
se pueden calcular los valores de K|,y V, de una
enzima para el sustrato en diferentes condiciones o
en presencia de inhibidores.

Losdatosdevelocidad dereacciones enzimaticas
son determinados generalmente a partir del andlisis
de los datos de velocidad inicial en un reactor batch,
donde /E0] es la concentracion de enzima y /S/ la
concentracion de sustrato.

La ecuacion de Michaelis-Menten generalmen-
te utilizada para correlacionar los datos de veloci-
dad es la siguiente:

_ ValS] _&[E][S]
K, +[S] K, +[S]

donde los parametros k, (la constante cinética indi-
vidual para pasar de £ + S a ES) y K, varian con la
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temperatura.

Para obtener los valores de los parametros
V. .y K, serequiere llevar la ecuacion de Michae-
lis-Menten a una forma lineal, lo que se logra con
la transformacion de Lineweaver-Burk. En realidad,
con esta linealizacion se efectian las estimaciones
iniciales de los parametros V, 'y K, para una co-
rrecta regresion no-lineal de dicha ecuacion.

En este trabajo se pretende, mediante el uso del
Polymath, estimar los valores de k, y K, a 32°C
cuando no hay presente inhibidor a partir de los da-
tos de corridas experimentales que se indican en la
Tabla 1, extraida del libro Problem Solving in Che-
mical and Biochemical Engineering with Polymath,

Excel and Matlab (2009).

E, T S I v
gr/dm? °C M (molar) M (molar) M/min
1.3 32. 0.2 0 3.11
1.3 32. 0.15 0 2.81
1.3 32. 0.1 0 2.40
1.3 32. 0.075 0 2.06
1.3 32. 0.05 0 1.64
1.3 32. 0.025 0 1.04
1.3 32. 0.01 0 0.467
1.3 32. 0.005 0 0.256
2.1 32. 0.2 0.7 2.33
2.1 32. 0.15 0.7 2.11
2.1 32. 0.1 0.7 1.74
2.1 32. 0.075 0.7 1.54
1.6 32. 0.2 0.4 2.31
1.6 32. 0.15 0.4 2.10
1.6 32. 0.1 0.4 1.75
1.6 32. 0.075 0.4 1.57
0.8 45. 0.2 0 4.36
0.8 45. 0.15 0 3.89
0.8 45. 0.1 0 3.55
0.8 45. 0.075 0 3.07
0.8 45. 0.05 0 2.53
0.8 45. 0.025 0 1.65
0.8 45. 0.01 0 0.777
0.8 45. 0.005 0 0.430

Tabla 1 - Datos de las corridas experimentales

También se pretende determinar el modo de
inhibicion y los parametros de su ecuacion de velo-
cidad a 32°C. Para ello se presentan en la Fig. 3 cua-
tro modelos de inhibicion y sus correspondientes
expresiones de velocidad, donde la concentracion
del inhibidor estd dada por /1] y V 'y puede ser
reemplazadapor V, =k, E,

. e e o, Expresion de la
Tipo de inhibicion velocidad de reaccion
Ninguna = X, +[ S]

N V — dex [S]
Competitiva K, [1 N 28 J N [ S]
KI
- V — max K
No-competitiva 14+ (1 LB ]
A 18]
V
-2
" KI
Incompetitiva V= I
M + [S]
B
K]
o Vls]
Inhibicién por sus- - [ S]z
trato K, +[s]+ e
s

Fig. 3 - Expresiones de velocidad de reaccion
para inhibicion enzimatica

RESULTADOS Y DISCUSION

La regresion no-lineal de una expresion requie-
re de buenas estimaciones iniciales para los parame-
tros desconocidos.
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Eo TC S \ INVv INVs

01 13 32 0.2 0 3.11 0.3215434 5.
? 13 32 0.15 0 2.81 0.3558719  6.666667
T 13 32 0.1 0 2.4 0.4166667 10.
7 13 32 0.075 0 2.06 0.4854369  13.33333
? 1.3 32 0.05 0 1.64 0.6097561 20.
T 13 32 0.025 0 1.04 0.9615385 40.
7 13 32 0.01 0 0.467  2.141328 100.
E 13 32 0.005 0 0.256  3.900625 200.

Tabla 2 - Datos experimentales a 32°C sin inhibidor

Mediante el uso de los programas de regresion
y analisis de datos de Polymath se puede ajustar los
datos sin inhibidor a 32° C (primeros 8 puntos de
dato de la Tabla 1) transformandolos y escribiendo
en dos nuevas columnas las inversas de la velocidad

POLYMATH Report
Linear Regression

Model: INVv = a0 + al*INVs

Variable Value 95% confidence
a0 0.2380565 0.0289542
al 0.0184657 0.0003579

General
Regression including a free parameter
Number of observations = 8

Statistics

RA2 0.9996236
RA2adj |0.9995609
Rmsd 0.0081169
variance | 0.0007028

Source data points and calculated data points

INVs INVv INVv calc | Delta INVv
1|5 0.3215131 | 0.3303849 | -0.0088415
2 [ 6.666667 | 0.3558719 | 0.361161 |-0.0052891
310 0.4166667 | 0.4227132 | -0.0060165
4 113.33333 (0.4854309 | 0.4842654 | 0.0011715
5120 0.6097561 | 0.6073699 | 0.0023862
6 |40 0.9615385 | 0.9766833 | -0.0151448
7 | 100 2.141328 |2.081623 |0.0567015
8 | 200 3.90625 3.93119 -0.0249404

Tabla 3 - Resultados de la regresion lineal

(1/V) y de la concentracion de sustrato (1//S]) (Ta-
bla 2). Estas variables transformadas pueden ser uti-
lizadas luego en una regresion lineal conduciendo a
los resultados que se observan en la Tabla 3.

Observar que la estimacion del parametro V,
puede ser realizada del resultado arrojado para la
variable a0 ya que:

V.= 1/a0 = 1/0.2380565 = 4.202 M/min,
y el parametro K, esta dado por al/a0.
K, =al/a0 = 0.0184657/0.2380565 = 0.07757 M.

Estos valores de V| vy K, seran utilizados como
estimaciones iniciales en la regresion no-lineal de la
ecuacion de Michaelis-Menten.

EnlaFig. 4 se observa como solicitar una regre-
sion lineal. Se observa que en este caso la variable
dependiente es la inversa de V (1/V) y la variable
independiente la inversa de /S] (1//S]). Se aprecia
también que s6lo se ha solicitado un informe de los
resultados de la regresion. También se sefiald al pro-
grama que la regresion lineal no pasa por el origen
de coordenadas.

En la Fig. 5 se observa una grafica de los resul-
tados de la regresion lineal.

A continuacién se llevo a cabo la regresion
no-lineal de la ecuacion de Michaelis-Menten para
obtener los valores de &, y K, a 32°C sin la pre-
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Fig. 4 - Especificacion de la regresion lineal
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Fig. 5 - Regresion lineal

sencia de inhibidor utilizando como estimaciones
iniciales los valores de K, y V calculados en la
regresion lineal.

EnlaFig. 6 se observa la informacion suminis-
trada a Polymath para llevar a cabo la regresion
no-lineal. Alli se puede apreciar el modelo (Michae-
lis-Menten) y los valores iniciales de los parametros
a ajustar, V. =4.202y K, = 0.0776. También se
aprecian las variables dependiente (}), indepen-
diente (S), del modelo (Vv K,y otras.

En la Tabla 4 se presenta el informe de resulta-
dos de la regresion. Alli se observa que los valores

Regression >’Ar_|alysis I Graph ]

Bg | [x] | = | [V Graph | Residuals

|~ Report [ Store Model

Linear & PolynomiallMuItiple Iinear] Nonlinearl

fix),
Model: V | L-M

V=Vm*S/(Km+S)

e.g. y=2*x"A+B
Model Parameters Initial Guess:
Model param | Initial guess:
Vm 4.202
Km 0.0776

Dependent Variable I Y

Independent Variable/s Is

Model Variable/s I Vm, Km

Available Variables I TC, Eo, S, I, V, INVy, INVs

Fig. 6 - Especificacion del modelo, valores iniciales
v variables de la regresion no-lineal

calculados para V| 'y K, son:

V  =4.383222 M/min

K, =0.0830883 M
Como
max 2770
€S

k,=V /E, =4.383222/1.3 =3.371709 min”
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Variable | Initial guess | Value 95% confidence
Vm 4.202 4.383222 |0.1011313
Km 0.0776 0.0830853 | 0.004362

Nonlinear regression settings
Max # iterations = 64
Precision

RA2 0.999809
RA2adj 0.9997772
Rmsd 0.0048496
Variance | 0.0002509

General
Sample size | 8
Model vars |2
Indepvars |1
Iterations 4

Source data points and calculated data points

S \" V calc Delta V
1(0.2 3.11 |3.096717 0.0132835
2 (0.15 |2.81 |2.820747 -0.0107471
3/0.1 2.4 2.394047 0.0059525
4 10.075|2.06 |2.079481 -0.0194806
5|0.05 |1.64 |1.646734 -0.006734
6 | 0.025|1.04 |1.013805 0.0261946
7 10.01 |0.467 | 0.4708669 |-0.0038669
8 | 0.005 | 0.256 | 0.2487969 | 0.0072031

Tabla 4 - Resultados de la regresion no-lineal

EnlaFig. 7 se observa el diagrama residual de la
correlacion no-lineal. Alli se puede apreciar que los
errores (Valor experimental - valor calculado) estan
distribuidos en forma aleatoria lo que sugiere que la
regresion del modelo es bastante adecuada.

Finalmente en la Fig. 8 se presenta un grafico
donde se puede observar la pequefia diferencia que
hay entre los valores experimentales y los calcula-
dos para cada uno de los ocho puntos de dato.

A continuacion se determinara el modelo de in-

Residuales Regresion No Lineal

O Vexp-Vealc °

3.00E-2

2.50€-2
2.00E-2
1.50€-2
1.00E-2

5.00-3 o

-6.936-19
-5.00€-3 °
-1.00E-2

-1.50E-2

-2.00E-2

. (o] .
2.58E-1 5.41E-1 8.27E-1 1.11E+0 1.40E+0 1.68E+0 1.97E+0 2.25E+0 2.54E+0  2.82E+0 31

Fig. 7 - Diagrama residual de la regresion no-lineal

Regresion No Lineal

[OVexp
IO Vcalc

4.00E+0

3.43e+0

2.86E+0

2.29e+0

1.71E+0

1.14E+0

5.71E-1

0.00E+Q
1.00E+0 2.00E+0 3.00E+0 4.00E+0 5.00E+0 6.00E+0 7.00E+0 8.00E+0

data point

Fig. 8 - Valores de V experimental y
V calculado para los 8 puntos de dato

hibicion que mejor ajuste los datos experimentales.
Para ello se utilizaran los datos a 32°C y se asumi-
ra una estimacion inicial para K, y K igual a 0,08.
Estas dos corresponden a las constantes resultantes
cuando la reaccion esta inhibida con el inhibidor y
con el sustrato respectivamente. Los valores inicia-
les para V| 'y K, seran los mismos que los utiliza-
dos en la regresion no-lineal anterior (V, = 4.202
yK,, = 0.0776).

En la Tabla 5 se muestran los 16 puntos de dato
a 32°C con el modelo de inhibicién competitiva y
los valores iniciales para los pardmetros del modelo
Vv -K,yK,.

En la Tabla 6 se muestra el informe con los resul-
tados de la regresion no-lineal de la inhibicion com-
petitiva.
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04 13 2. 0.075 ) 2.06
o5 | 13 2. 005 0 164 Model: fi‘ LM =
06 | 13 2. 0.025 0 1.04 w=VmS K (141K} +5)
o7 | 13 2. 0.01 ) 0467
T8 | 13 2. 0.005 ) 0.256 B
09 | 241 32, 02 07 233 Model Parameters Initial Guess:
_10 | 21 32. 015 07 2Mn Model parm | Initial guess

1 21 2. 04 07 174 i 4202
T2 | 21 2. 0.075 07 1.54 ¥m  |o00s
EEN 15 32 02 04 231 W |oos
14 | 16 2. 015 04 210
15 | 16 32, 04 04 175
16 | 156 32. 0.075 04 157
7 | 5
i Ll_l

Mo File No Title 4

Tabla 5 - Especificacion de la regresion no-lineal de la inhibicion competitiva

POLYMATH Report Source data points and calculated data points
Nonlinear Regression (L-M) S I v V calc Delta V
Model: v = Vm*S/(Km*(1+1/Ki)+S) 1 |02 0 3.11 |2.973462 |0.1365383
2 [(015 |0 2.81 |2.735919 0.0740813
Variable | Initial guess | Value 95% confidence 3 |01 0 2.4 2.359007 | 0.0409926
Vm 4.202 4.020754 0.5101947 4 |0.075|0 2.06 |2.073371 -0.0133713
Km 0.0776 0.0704426 | 0.0221971 5 |005 |0 1.64 |1.669157 |-0.0291575
Ki 0.08 0.6330897 | 0.2105239 6 [0.025|0 1.04 |1.053186 |-0.0131862
7 |0.01 |O 0.467 | 0.4998288 |-0.0328288
Nonlinear regression settings 8 [0.005|0 0.256 | 0.2664776 | -0.0104776
Max # iterations = 64 9 (0.2 0.7 2.33 |2.308588 |0.0214125
Precision 10 ({0.15 | 0.7 2.11 |2.021629 0.0883707
11 (0.1 0.7 1.74 |1.619116 0.1208841
RA2 0.9780849 12 | 0.075 | 0.7 1.54 |1.350272 0.1897279
RA2adj |0.9747133 13 (0.2 0.4 2.31 |2.553266 -0.2432664
Rmsd 0.0273998 14 |0.15 (04 2.1 2.27633 -0.1763295
variance | 0.014784 15 | 0.1 0.4 1.75 | 1.870555 -0.1205547
16 [ 0.075|0.4 1.57 | 1.587559 -0.017559
General
Sample size | 16
Model vars
Indep vars
Iterations

Tabla 6 - Resultados de la regresion no-lineal de la inhibicion competitiva
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Tabla 7 - Especificacion de la regresion no-lineal de la inhibicion no-competitiva

Inhibicion Competitiva
4.00E+0

3.73E+0 |
3.476+0 | B

3.20E40
29364010

267640 |
2.40E+0
213640 |
187640 |
1.60E+0 |
133640 |
107640 |
8.00E-1 |
53361 |
26761 |
0.00E+0

1.00E+0 2.00E+0 3.00E+0 4.00E+0 5.00E+0 6.00E+0 7.00E+0 8.00E+0 9.00E+0 1.00E+1 1.10E+1 1.20E+1 130E+1 140E+1 150E+1 1.60E+1
data point

Fig. 9 - Valores de V experimental y
V calculado de la inhibicion competitiva

En la Fig. 9 se muestran graficamente los va-
lores de V experimental y V' calculado para los 16
puntos de datos de regresion no-lineal en el uso de
la inhibicion competitiva.

En la Tabla 7 se muestran los 16 puntos de dato
a 32°C con el modelo de inhibicion no-competitiva
y los valores iniciales para los parametros del mo-
deloV K, yK,.

En la Tabla 8 se muestran los resultados de la
regresion no-lineal de la inhibicion no-competitiva.
En la Fig. 10 se muestran graficamente los
valores de V' experimental y V calculado para los
16 puntos de datos de la regresion no-lineal de la
inhibicidén no-competitiva.

En la Tabla 9 se muestran los 16 puntos de dato
a 32°C con el modelo de inhibicion incompetitiva y
los valores iniciales para los parametros del modelo,
V.K,yK.

En la Tabla 10 se muestra el reporte de resultados
de la regresion no-lineal de la inhibiciéon incompe-
titiva.

En la Fig. 11 se muestran graficamente los va-
lores de V experimental y V' calculado para los 16
puntos de dato de la regresion no-lineal de la inhibi-
cion incompetitiva.

En la Tabla 11 se muestran los 16 puntos de dato
a 32°C con el modelo de inhibicion por sustrato y
los valores iniciales para los parametros del modelo,
V. ..K,yK,.

max’
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POLYMATH Report

Source data points and calculated data points
Nonlinear Regression (L-M) I s v V calc Delta V
Model: v = Vm/((1+1/Ki)*(1+Km/s)) 1 |0 0.2 3.11 |3.051085 0.0589151
2 |0 0.15 |2.81 |2.780213 0.0297872
Variable | Initial guess | Value 95% confidence 3 |0 0.1 2.4 2.360999 | 0.0390012
Vm 4.202 4.311182 | 0.510483 4 |0 0.075 | 2.06 |2.051642 |0.0083578
Ki 0.08 1.729478 0.4270925 5 |0 0.05 |1.64 |1.625635 0.0143648
Km 0.0776 0.0825999 | 0.0220255 6 |0 0.025 | 1.04 | 1.001669 | 0.0383306
7 |0 0.01 |0.467 | 0.4655708 | 0.0014292
Nonlinear regression settings 8 |0 0.005 | 0.256 | 0.2460723 | 0.0099277
Max # iterations = 64 9 |07 |02 |233 |2.171983 |0.1580172
Precision 10 (0.7 0.15 |2.11 |1.979156 0.1308436
11 (0.7 0.1 1.74 |1.68073 0.0592704
RA2 0.9728794 12 | 0.7 0.075 | 1.54 | 1.460507 0.0794928
RA2adj |[0.9802454 13 | 0.4 0.2 2.31 | 2477971 |-0.1679708
Rmsd 0.0242178 14 | 0.4 0.15 |21 2.257979 |-0.1579791
variance | 0.0115496 15 | 0.4 0.1 1.75 |1.91751 -0.16751
16 (0.4 0.075 | 1.57 |1.666263 |-0.0962628
General
Sample size | 16

Model vars | 3

Tabla 8 - Resultados de la regresion no-lineal de la inhibicion no-competitiva

Indep vars
Iterations 8
Inhibicion Competitiva
4.00E+0
3.73E+0 | [OVexp
3.47e+0 | [Blcale
3.20E+0
2.93E+0
2.67E+0
2.40E+0
2.13E+0
1.87E+0
1.60E+0
1.33E+0
1.07E+0
8.00E-1
5.33E-1
2.67E-1
0.00E40

Fig. 10 - Valores de V experimental y V calculado de la inhibicion no-competitiva

1.00E+0 2.00E+0 3.00E+0 4.00E+0 5.00E+0 6.00E+0 7.00E+0 8.00E+0 9.00E+0 1.00E+1 1.10E+1 1.20E+1 1.30E+1 1.40E+1 1.50E+1 1.60E+1
data point
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[ Data Table S ; =1Olz
RO14: COOG ICDE b e \/I &4  Regression I Analysis | Graph I
S | ¥ | € | I - e | clil il EI v Graph [~ Residuals
01 13 32, 02 0 311
o2 | 13 2. 015 0 281 v Beport [~ Store Model
03 | 13 3z 01 0 240 Lirear & Polynomial | Multiple linear Nonlinearl
04 | 13 32, 0075 0 2.06 &
05 13 32, 005 0 1564 Model il LM i
| 13 2. 0.025 0 1.04 w1+ KIS 1K1+ /KiJ+5)
o7 | 13 . 001 0 0.467
08 | 13 32. 0.005 0 0256 e
09| 21 32 0z 07 233 todel Parameters Initial Guess:
] 24 32. 015 o7 21 Model parm | Initial guess
11 21 32, 01 07 174 wvm 4202
12 | 21 . 0.075 07 154 W loos
13 | 16 2. 02 04 231 ¥m |oovrs
T4 | 16 . 015 0.4 210
15 18 32, 01 04 175
16 | 18 32, 0075 04 157
7 |
i -
g 3 s :

Mo File Mo Title

Tabla 9 - Especificacion de la regresion no-lineal de la inhibicion incompetitiva

Nonlinear regression settings
Max # iterations = 64

POLYMATH Report Precision
Nonlinear Regression (L-M)

RA2 0.9783838
Model: v = Vm/((1+I/Ki*S)/(Km/(1+I/Ki)+S) RA2adj |0.9750582

Rmsd 0.0272123
Variable | Initial guess | Value 95% confidence variance | 0.0145823
Vm 4.202 4472716 0.6736843
Ki 0.08 1.042316 | 0.3463368 General

Sample size | 16
Km 0.0776 0.0907836 | 0.0294688

Model vars

Indep vars

Iterations

Tabla 10 - Resultados de la regresion no-lineal de la inhibicion incompetitiva
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Inhibicion Competitiva
4.00E+0

3.73E+0
347640 | &

3.20E+0
2.93E+0
2.67E+0 |
2.40E+0
2.13E40 |
1.87E+0 |
1.60E+0 |
133640 |
1.07E+0 |
8.00E-1
53361
26761 b
0.00E+0

N N N N N N N N N N N N N N
1.00E+0 2.00E+0 3.00E+0 4.00E+0 5.00E+0 6.00E+0 7.00E+O 8.00E+0 9.00E+0 1.00E+1 1.10E+1 1.20E+1 1.30E+1 1.40E+1 1.50E+1 1.60E+1
data point

Fig. 11 - Valores de V experimental y
V calculado de la inhibicion incompetitiva

[EH Data Table E

~lo| x|

RO08 - C006 [C06 X v | &  Regression | apaysis | Graph |
Eo | T | s | : | i | coe I C(ﬂ il v Graph [ Residuals
o 13 . 02 0 311
oz | 13 32, 015 0 281 ¥ Bepart [ Store Model
03 1.3 32. 041 a 2.40 Linear & Polynomial | Multiple linear Nﬂnlinearl
04 13 . 0.075 0 206
figs)| 13 32, 0.05 0 164 Mods! fil LM ¥
"B | 13 . 0025 0 104 v S /K m+5+572/Ks)
o7 | 13 . 0.01 0 0.467
08 | 13 . 0.005 0 0256 e
99 | 241 32. 0.2 .7 2.33 Model Parameters Initial Guess:
L e 24 32. 015 0.7 21 Madel parm | Initial guess
1 21 . a1 07 174 P 4202
12 | 21 . 0075 07 154 wm loos
EE 16 . 02 0.4 231 %= loos
T14 | 16 2. 015 0.4 210
15 | 16 . 04 04 175
16 | 16 32, 0.075 0.4 157
7 |
18 | _I;I
s I B :

Mo File Mo Title

Tabla 11 - Especificacion de la regresion no-lineal de la inhibicion por sustrato

En la Fig. 12 se muestran graficamente los va-
lores de V experimental y V" calculado para los 16
puntos de datos de la regresion no-lineal de la inhi-
bicion por sustrato.

En la Tabla 13 se indican los valores del coefi-
ciente de correlacion R"2 y de la varianza para los

cuatro modelos de inhibicion considerados.
CONCLUSIONES

A partir de los valores calculados de R"2 y
de la varianza se puede concluir que el modelo pro-
puesto para el tipo de inhibicidon no-competitivo es
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Inhibicion del Sustrato
4.00E+0

3.73E+0 |
34760 | H

3.20E+0
2.93E+0
2.67E40 |
2.40E+0 [
243640 e
187E+0 e
1.60E+0 |
133640 |
1.076+0 |
8.00E-1 |
53361 b
26761 F
0.00E+0

1.00E+0 2.00E+0 3.00E+0 4.00E+0 5.00E+0 6.00E+0 7.00E+0 8.00E+0 9.00E+0 1.00E+1 1.10E+1 1.20E+1 130E+1 1.40E+1 1.50E+1 1.60E+1
data point

Tipo de Inhibicion Varianza
Competitiva 0.9780849 0.014784
No-competitiva 0.9828794 0.0115496
Incompetitiva 0.9783838 0.0145823
Por sustrato 0.8251878 0.1179284

Tabla 13 - Valores del coeficiente de correlacion R*2 y varianza para los modelos considerados

el que mejor ajusta los datos experimentales.

Se puede apreciar también que el software de
calculo Polymath es una herramienta de suma utili-
dad para resolver regresiones lineales y no-lineales.

Estas regresiones realizadas en forma manual
consumen un tiempo de calculo importante. En este
trabajo se busco fundamentalmente transmitir al
lector conocimiento sobre el uso del programa en
cuestion determinando modelos de inhibicion enzi-

Fecha de Presentacion:
Fecha de Aprobacion:

matica y obteniendo el valor de sus parametros.
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