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INTRODUCCION

Estos ejercicios de cinética enzimatica estin disefiados para su rea-
lizacion con el programa de ordenador Enzpack 3 para P.C. de la casa
Biosoft creado por P.A. Williams y B.N. Zaba. En este cuaderno también
se presentan unos ejercicios finales para la utilizacion del programa
Microsoft Excel para Windows. El estudiante de Enzimologia podra
encontrar con estos ejercicios una manera facil de comprender la rela-
cibn que existe entre la velocidad de una reaccidon catalizada por una
enzima y la concentracion de sustrato y de inhibidores en reacciones
monosustrato que sigan una cinética de Michaelis y Menten. Con el pro-
grama Enzpack 3 de simulaciéon de cinéticas enzimaticas el estudiante se
familiariza con todas las posibles formas de representacion grafica de
una cinética enzimatica y aprende a reconocer los distintos tipos de inhi-
bidores de reacciones monosustrato. En este programa también se dedi-
ca un capitulo a los errores experimentales y se calculan valores de
constantes cinéticas por distintos métodos a partir de supuestos resulta-
dos experimentales.

El programa Microsoft Excel se trata de una hoja de calculo con innu-
merables aplicaciones y que es utilizada en muchos dmbitos de la vida
profesional. En los ejercicios que se presentan en este cuaderno se utili-
zan exclusivamente las aplicaciones que resultan mas ttiles a la hora de
resolver problemas de cinética enzimatica bisica y constituyen un inicio
al manejo de hojas de calculo informaticas.






ENZPACK 3 DE BIOSOFT

OPCION A
CINETICA BASICA DE MICHAELIS-MENTEN. GRAFICAS LINFALES DERIVADAS

Entra en el programa Enzpack 3 y elige la opcion A del programa
para realizar los siguientes ejercicios.

Ejercicio 1

1.1. Representa las siguientes curvas de Michaelis-Menten:

Tabla A1
Curva n° Km Vmax
urva n (mM) (umol/seg)
1 0.2 50
2 0.5 50
3 1.0 50
4 2.0 50
5 5.0 50

1.2. Contesta:

¢Cudl de las 5 enzimas llega mas facilmente a la saturacion?

¢Cual de las 5 enzimas es mas rapida a concentraciones saturantes?

1.3. Calcula los valores de v cuando [S]=10 mM para cada una de las
cinco enzimas, utilizando para ello la opcion F del programa y la
funcion F6. Completa los valores de v en la Tabla A2.
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Después completa las columnas de v/Vmax y [S]/Km utilizando tu
calculadora.

Tabla A2

\%

Curva n®

N[O =

1.4. Utilizando la ecuacion de Michaelis-Menten (biscala en tus apuntes)
deduce matematicamente (sin ordenador) los valores de v/Vmax cuando:

a. [S]=2xKm V/VMAaX=....o
b. [SI=50xKm V/VMax=.......
1.5. Compara los valores que has obtenido en el apartado 1.3 y en el 1.4.

Ejercicio 2

Utilizando las féormulas que encontrards en tus apuntes, deduce los
valores algebraicos de la pendiente, la ordenada en el origen y la absci-
sa en el origen de cada una de las tres graficas lineales: Lineweaver-Burk,
Hanes-Woolf y Eadie-Hofstee.

Tabla A3

ordenada en abscisa en

Grafica pendiente ) ;
el origen el origen

Lineweaver-Burk

Hanes-Woolf

Eadie-Hofstee
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Ejercicio 3

Representa las tres curvas siguientes con la opcion A del programa:

Tabla A4
C o Km Vmax
urva n (mM) (umol/seg)
1 1.0 50
2 2.0 50
3 5.0 50

CARMEN TORRES

A partir de las grificas lineales que obtendras con el programa, con-
testa las preguntas siguientes y completa la tabla AS.

3.1. sDoOnde saldran las rectas correspondiente a las curvas 2 y 3 respec-
to a la recta 1, en la grafica de Lineweaver-Burk? ;Por qué?

3.2. sDoOnde saldran las rectas correspondiente a las curvas 2y 3 respec-
to a la recta 1, en la grafica de Hanes-Woolf? ;Por qué?

3.3. sDonde saldran las rectas correspondiente a las curvas 2 'y 3 respec-
to a la recta 1, en la grifica de Eadie-Hofstee? sPor qué?
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3.4. Completa la tabla:

Tabla A5

Curva n® 1 2 3

Lineweaver-Burk
ordenada en el origen

abscisa en el origen

Hanes-Woolf
ordenada en el origen

abscisa en el origen

Eadie-Hofstee
ordenada en el origen

abscisa en el origen

3.5. Compara los valores numéricos que has obtenido, con los valores
algebraicos que dedujiste en el ejercicio 2.

Ejercicio 4

Repite los ejercicios 1 y 3 con los siguientes valores:

Tabla A6
C o Km Vmax
urvan (mM) (umol/seg)
1 1.0 10
2 1.0 8
3 1.0 6
4 1.0 4

4.1. Intenta predecir cuiles seran las principales diferencias entre las gra-
ficas de este ejercicio y las que obtuviste en los anteriores ejercicios.
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4.2. Escribe cuales son esas diferencias.

4.3. ¢Cudl de las enzimas llega mas facilmente a la saturacion?

4.4. ¢Cudl de las enzimas es mas rapida a concentraciones saturantes?

4.5. Calcula los valores de v cuando [S]=10 mM para cada una de las cua-
tro enzimas utilizando la opcion F del programa y la funcion F6.

Completa los valores de v en la Tabla A7.

Después completa las columnas de v/Vmax y [S]/Km de la tabla uti-

lizando tu calculadora.

Tabla A7

Curva n® v/Vmax

\%
(umol/seg)

[SI/Km

BN

4.6. Utilizando la ecuacion de Michaelis-Menten (buscala en tus apuntes)
deduce matematicamente (sin ordenador) el valor de v/Vmax cuan-

do [S]=10xKm.

v/Vmax=
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4.7. Comenta los resultados que has obtenido en el apartado 4.4 y en el
4.5.

A partir de las grificas lineales que obtendras con el programa, con-
testa las preguntas siguientes y completa la tabla A8:

4.8. ;Donde saldran las rectas correspondiente a las curvas 2y 3 respec-
to a la recta 1, en la grafica de Lineweaver-Burk? ;Por qué?

4.9. sDoOnde saldran las rectas correspondiente a las curvas 2 'y 3 respec-
to a la recta 1, en la grafica de Hanes-Woolf? ;Por qué?

4.10. sDoOnde saldran las rectas correspondiente a las curvas 2 y 3 res-
pecto a la recta 1, en la grafica de Eadie-Hofstee? ;Por qué?

4.11. Completa la tabla:
Tabla A8

Curva n® 1 2 3 4

Lineweaver-Burk
ordenada en el origen

abscisa en el origen

Hanes-Woolf
ordenada en el origen

abscisa en el origen

Eadie-Hofstee
ordenada en el origen

abscisa en el origen
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4.12. Compara los valores numéricos que has obtenido, con los valores
algebraicos que dedujiste en el ejercicio 2.
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OrcION B
ERRORES EXPERIMENTALES

Entra en la opcion B del programa para realizar los siguientes ejerci-
Cios.

Ejercicio 5
Introduce los valores: Km = 1 mM; Vmax = 50; Porcentaje de error: 5%

Proceed: procede con las grificas lineales igual que en los ejercicios
anteriores.

Fijate en cada una de las graficas como es la distribucion de las
barras de error por encima y por debajo de las rectas y la magnitud del
error conforme aumenta [S].

5.1. En la grafica de Lineweaver-Burk, ja qué concentracion se comete
mayor error?

5.2. En la grafica de Lineweaver-Burk, ;qué punto de la grafica tiene mas
peso a la hora de ajustar la recta por regresion lineal?

5.3. Comenta qué precauciones es necesario tomar a la hora de calcular el
valor de la Vmax y la Km a partir de la grafica de Lineweaver-Burk.

5.4. Compara los errores de los puntos en la grafica de Hanes-Woolf con
los errores en la grifica de Lineweaver-Burk.
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5.5. Compara la distribucion de los puntos en la grafica de Hanes-Woolf
con la distribucion en la de Lineweaver-Burk.

5.6. ¢Qué llama la atencion en la grifica de Eadie-Hofstee?

5.7. Observando las tres graficas primarias, ;donde es mayor el error, a
baja [S] o a alta [S]?

5.8. ¢En cual de las tres graficas es mayor el error?

La grafica de Lineweaver-Burk presenta el problema de que a bajas concentraciones
de sustrato, incluso errores muy pequefios (+5%) en la medida de v, conllevan un error
enorme en la magnitud 1/v.

En la grifica de Hanes-Woolf los errores de [Sl/v apenas son influenciados por la
variacion de [S]. Ademds como la distribucion a lo largo de la grifica de los puntos expe-
rimentales es muy homogénea, la desviacion de un punto a concentraciones bajas, no
afecta tanto al ajuste de la recta como en el caso de la grafica de Lineweaver-Burk.

En la grafica de Eadie-Hofstee, al ser v un factor en ambos ejes, un error en la medi-
da de v desplaza el punto representado en la grafica en las dos direcciones perpendicu-
lares de los ejes. Debemos tener en cuenta que la regresion lineal asume que se comete
error s6lo en la medida de uno de los dos pardmetros (x o y).

5.9. Repite el ejercicio con los porcentajes de error: 10% y 15%.

19



CINETICA ENZIMATICA PRACTICA

OprciON C
EFECTO DE INHIBIDORES REVERSIBLES

A. VARIACION DE [S] A [I] CONSTANTE

Entra en la opciéon C del programa y presiona la tecla A. Haz los ejer-
cicios 6 al 10 y completa las tres tablas C1, C2 y C3 para caracterizar los
distintos tipos de inhibiciones que se pueden dar.

Tabla C1
¢Lineas paralelas o Si convergen
convergentes? ¢donde?
Lineweaver-Burk
Competitiva
Mixta

(no competitiva) Ki/Kies=1

Ki/Kies<1

Ki/Kies>1

Incompetitiva

Hanes-Woolf

Competitiva

Mixta

(no competitiva) Ki/Kies=1

Ki/Kies<1

Ki/Kies>1

Incompetitiva

Eadie-Hofstee

Competitiva

Mixta

(no competitiva) Ki/Kies=1

Ki/Kies<1

Ki/Kies>1

Incompetitiva
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Tabla C2
Lineweaver-Burk| Hanes-Woolf Eadie-Hofstee

Competitiva b

m

Mixta b

Ki/Kies = 1 m

b

Ki/Kies < 1 m

b

Ki/Kies > 1 m

b

Incompetitiva m

Tabla C3
Lineweaver-Burk| Hanes-Woolf Eadie-Hofstee

Competitiva Km’

Vmax’
Mixta Km’

Ki/Kies = 1 Vmax’
Km’

Ki/Kies < 1 Vmax’
K’

Ki/Kies > 1 Vmax’
K’

Incompetitiva Vmax’
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Ejercicio 6

Inhibicion competitiva. Introduce las siguientes curvas:

Curva n°

1. Km = 0.5 mM Vmax = 50
2. [C] Ki =2 mM 1l = 1 mM

3. [C] Ki =2 mM (1] = 2 mM

4. [C] Ki =2 mM (1] = 5 mM

5. [C] Ki =2 mM (1l = 10 mM

Procede con todas las grificas primarias y rellena la tabla C1 y las
tablas C2 y C3 para valores obtenidos de la curva n® 5. ;/Te recuerdan algo
las graficas a las que obtuviste en la opcion A del programa?

Cuando termines, vuelve a la opcion C para realizar el siguiente ejer-
Cicio.

Ejercicio 7

Inhibicidon no competitiva. Introduce las siguientes curvas:

Curva n°

1. Km =1 mM Vmax = 50

2. Ml Ki =4 mM Ki/Kies = 1 (Il = 0.5 mM
3. M] Ki = 4 mM Ki/Kies = 1 (1l = 2 mM
4. [M] Ki = 4 mM Ki/Kies = 1 (1l = 4 mM
5. M] Ki =4 mM Ki/Kies = 1 (1] = 10 mM

Procede con todas las graficas primarias y rellena la tabla C1 y las
tablas C2 y C3 para valores obtenidos de la curva n® 5. ;/Te recuerdan algo
las graficas a las que obtuviste en la opcion A del programa?

Cuando termines, vuelve a la opcion C para realizar el siguiente ejer-
cicio.
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Ejercicio 8
Inhibicion mixta. Repite el ejercicio 7 pero con Ki/Kies = 0.2.

¢Dénde interseccionan las rectas en la grafica de Lineweaver-Burk?

Ejercicio 9
Inhibicion mixta. Repite el ejercicio 7 pero con Ki/Kies = 2.

¢Donde interseccionan las rectas en la grifica de Lineweaver-Burk?

Ejercicio 10

Inhibicion incompetitiva. Introduce las siguientes curvas:

Curva n°

1. Km =1 mM Vmax = 50
2. [U] Kies = 2 mM (1l = 0.5 mM
3. [U] Kies = 2 mM 1l =1 mM
4. [U] Kies = 2 mM (1l = 2 mM
5. [U] Kies = 2 mM (1 = 4 mM

Procede con todas las grificas primarias y rellena la tabla C1 y las
tablas C2 y C3 para valores obtenidos de la curva n° 5.

B. VARIACION DE [I] A [S] CONSTANTE
Entra en la opcion C del programa y presiona la tecla B. Haz los ejer-

cicios 11 al 15 y completa las tres tablas C4 y C5 para caracterizar los dis-
tintos tipos de inhibiciones que se pueden dar.
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Tabla C4

¢Lineas paralelas o
convergentes?

Si convergen
sdonde?

Dixon

Competitiva
Mixta
(no competitiva) Ki/Kies=1

Ki/Kies<1

Ki/Kies>1

Incompetitiva

Cornish-Bowden

Competitiva
Mixta
(no competitiva) Ki/Kies=1

Ki/Kies<1

Ki/Kies>1

Incompetitiva

Tabla C5 (para valores de las curvas n° 5)

Dixon Cornish-Bowden
Competitiva ordenada en el origen
abscisa en el origen
Mixta ordenada en el origen
Ki/Kies = 1 abscisa en el origen
ordenada en el origen
Ki/Kies < 1 abscisa en el origen
ordenada en el origen
Ki/Kies > 1 abscisa en el origen
ordenada en el origen
Incompetitiva abscisa en el origen
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Ejercicio 11
Inhibicién competitiva.

Introduce las siguientes curvas en el programa:

Curva n°

1 Km=1mM Vmax =25 [C] Ki=2mM [S] =

2 [C] Ki=2mM [S] = 4 mM
3. [C] Ki=2mM [S] = 8 mM
4 [C] Ki=2mM [S] = 12 mM
5 [C] Ki=2mM [S] = 20 mM

Rellena la tabla C4. Rellena la tabla C5 con los valores obtenidos de
la curva n° 5.

11.1. 4Cuadl es la variable independiente (x) en la grifica de Cornish-
Bowden?

11.2. 4Cual es la variable dependiente (y) en la grafica de Cornish-
Bowden?

Ejercicio 12
Inhibicién no competitiva.

Introduce las siguientes curvas en el programa:

Curva n°

1. Km=1mM Vmax=25 [M] =3mM Ki/Kies=1 [S]=2mM
2. (M] =3mM Ki/Kies=1 [S]=4 mM
3. (M] =3mM Ki/Kies=1 [S]=8 mM
4, M] =3mM Ki/Kies=1 [S]=12mM
5. (M] =3mM Ki/Kies=1 [S] =20 mM

Rellena la tabla C4. Rellena la tabla C5 con los valores obtenidos de
la curva n° 5.
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Ejercicio 13

Inhibicién mixta.

Repite el ejercicio 12 pero con los valores de Ki/Kies = 0.2

Ejercicio 14

Inhibicién mixta.

Repite el ejercicio 12 pero con los valores de Ki/Kies = 3

Ejercicio 15

Inhibicion incompetitiva.

Introduce las siguientes curvas en el programa:

Curva n°

1. Km=1mM Vmax = 25

2.
3.
4.
5.

U

cccgc

[
[
[
[
[

c

Kies = 2.5 mM
Kies = 2.5 mM
Kies = 2.5 mM
Kies = 2.5 mM

Kies = 2.5 mM

[S] = 2 mM
[S] = 4 mM
[S] = 8 mM
[S] = 12 mM
[S] = 20 mM

Rellena la tabla C4. Rellena la tabla C5 con los valores obtenidos de

la curva n® 5
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OprcION D
INHIBICION POR EL SUSTRATO

Utilizando la opcién D del programa haz el siguiente ejercicio:

Ejercicio 16

Introduce las siguientes curvas:

1. Km =1 mM Vmax = 45
2. Km/Kis = 0.01

3. Km/Kis = 0.05

4. Km/Kis = 0.1

5. Km/Kis = 0.5

Observa todas las representaciones graficas que se obtienen con
estos valores y contesta las siguientes preguntas:

16.1. ;Qué grifica es la Gnica que se puede extrapolar para obtener la
ecuacion de una recta?

16.2. ;Qué curva es la que sufre una desviacion mayor respecto al control?

16.3. ;Qué sustrato es el que produce una mayor inhibicion? ;Como es
su K de inhibicion respecto a su Km? Explica tu respuesta.

16.4. ;Qué tipo de grifica (Lineweaver-Burk, Hanes-Woolf o Eadie-Hofs-
tee) utilizarias para detectar mejor la existencia de inhibicion por el
sustrato?
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OrciON E
GRAFICA LINFAL DIRECTA

Existe una forma de obtener una grafica lineal directamente a partir
de la grafica de Michaelis-Menten. Este tipo de representacion es anilo-
ga a la de Eisenthal y Cornish-Bowden. Utilizando la opci6on E del pro-
grama, haz el siguiente ejercicio:

Ejercicio 17
Introduce los valores: Km = 3.2 mM y Vmax = 9.4
A la vista de los resultados que obtengas, contesta las siguientes pre-

guntas:

17.1. Uniendo cada pareja de valores experimentales: [S] y su correspon-
diente actividad v, se obtienen unas rectas que se cortan en un
punto ;Qué valores se deducen a partir de ese punto de corte?

17.2. ;Qué valor maximo de la actividad se ha medido experimentalmente?

17.3. ¢Es posible calcular el valor de Vmax cuando experimentalmente
no nos hemos acercado a ese valor maximo de la velocidad? Expli-
ca como harfas para calcular ese valor maximo Vmax.
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OprcCION F
CALCULO DE PARAMETROS CINETICOS A PARTIR DE RESULTADOS
EXPERIMENTALES

Entra en la opcion F del programa y haz los siguientes ejercicios:

Ejercicio 18

Introduce los siguientes valores que se han obtenido experimental-
mente:

(S] v

0.038 1.52
0.129 2.92
0.216 4.00
0.313 4.58
0.517 6.12
0.948 7.03

Presiona la tecla F7 (Analyse Data)

Presiona [Y]

Rellena los valores de la tabla F1 repitiendo las operaciones anterio-
res para los cuatro tipos de graficas. Al terminar una grafica, presiona [P]
para que el programa te dé otro tipo de representacion y presiona [R]
para leer los valores de Km y Vmax.
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Tabla F1

Km Vmax

DIRECT LINEAR
Limites confianza 68%

LINEWEAVER-BURK
r=

HANES-WOOLF
r=

EADIE-HOFSTEE
r=

WILKINSON
error standard

Cuando hayas terminado de rellenar esta tabla
Presiona [P]
[Y]

y contesta la siguiente pregunta:

18.1. ;Cudl de las cuatro graficas se acerca mas a los puntos experimentales?

para contestar esta pregunta elige la representacion de Hanes-Woolf [C]
Presiona [R]
(P]
[N]

y repite estas operaciones para las siguientes representaciones graficas
Presiona F7
[N]
[N]
[P]
[Y]

elige otro tipo de representacion (por ejemplo Eadie-Hofstee [D])
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[R]
[P]
[N

18.2. 4Cudl de las cuatro graficas se acerca menos a los puntos experi-

mentales?

18.3. Compara los coeficientes de correlacion que obtuviste en la tabla F1

Sal al ment principal del programa presionando:

Q]

[N]

Ejercicio 19
Vuelve a la opcion F (que la tabla de la pantalla esté limpia)

Este ejercicio consiste en repetir el ejercico 17 utilizando datos gene-

rados por el programa.
Presiona  [F6]

[Y]

Introduce los valores del ejercicio 17 para Km y Vmax
n° de datos  [6]
error [0]

[N]

Rellena la tabla F2
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Tabla F2
[S] v
1.
2.
3.
4.
5.
6.
Presiona  [P]
[F7]
[N]
[N]
Rellena la tabla F3
Tabla F3
Km Vmax

DIRECT LINEAR
% Confianza =

LINEWEAVER-BURK
r=

HANES-WOOLF
r=

EADIE-HOFSTEE
r=

WILKINSON
error standard

Presiona [P]

Zo <=
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19.1. sPor qué se ajustan perfectamente todos los puntos a las graficas y
los coeficientes de correlacion tienen el valor de 1?

Finaliza el ejercicio presionando las teclas:

Ejercicio 20

Ql
]
]

Z

Ql

[
[
N
[
[N]

Z

Vuelve a la opcion F (que la tabla de la pantalla esté limpia). Este
ejercico consiste en hallar los parimetros cinéticos Km y Vmax a partir
de los datos obtenidos en dos series de experimentos.

Introduce los siguientes valores experimentales:

Serie 1
[S] (mM) v
0.5 7.25
1.0 12.2
2.0 18.0
3.0 21.4
5.0 26.3
8.0 28.5
Presiona [F7]
[N]
[N]

Elige de la tabla Results Summary los mejores valores para:

Km =

Vmax =
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[P]
[N]
[N]
[
[

Presiona

F3]

Z

Introduce ahora la segunda serie de valores experimentales:

Serie 2

[S] (mM) v
0.5 4.53
1.0 8.5
1.5 10.3
2.5 15.3
4.0 19.6
6.0 23.0

y repite todas las operaciones anteriores para obtener los mejores valo-
res para esta serie 2 de experimentos:

Km =
Vmax =

Para terminar, presiona: [P], [N], [N], [Q] y [N]

Ejercicio 21

Los datos del ejercicio anterior se obtuvieron con el mismo enzima y
a la misma concentracion pero en los experimentos de la serie 2 estaba
presente un inhibidor en una concentracion de 5 mM. Tenemos que
deducir de qué tipo de inhibidor se trata.

Entra en la opcion A del programa e introduce los valores de Km y
Vmax que has obtenido en el ejercicio anterior para la serie 1y la serie 2.

A la vista de las dos rectas que obtienes en la grifica de Lineweaver-
Burk, ¢de qué tipo de inhibidor se trata?

Sal de la opcion A ([QD
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Entra en la opcion F del programa.
Presiona  [F8]

Introduce los valores de Km y Vmax que obtuviste para la serie 1 en
el ejercicio anterior.

Introduce la concentracion de inhibidor presente en la serie 2
Introduce los valores de Km y Vmax que obtuviste para la serie 2

Presiona [P]

21.1. sDe qué tipo de inhibidor se trata?

21.2. ;Cuanto vale su Ki?

Presiona [Q] para terminar

Ejercicio 22
Dentro de la opcidon F del programa presiona [F8]
Introduce los siguientes valores:
Sin inhibidor: Km = 2.52 mM Vmax = 10.8
Con inhibidor: (1] = 5.90 mM
Km’= 3.78 mM Vmax = 10.4

22.1. sDe qué tipo de inhibidor se trata?

22.2. ;Cuanto vale su Ki?
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Presiona [Q] para terminar

Ejercicio 23
Dentro de la opcidon F del programa presiona [F8]

Introduce los siguientes valores:

Sin inhibidor: Km = 3.3 mM Vmax = 11.5
Con inhibidor: [I] = 10 mM
Km’= 2.75 mM Vmax = 8

23.1. sDe qué tipo de inhibidor se trata?

23.2. ;Cuanto vale su Ki?

Presiona [Q], [Q] para terminar.
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PROBLEMAS RESUELTOS CON ENZPACK 3

Problema 1

Se obtuvieron una serie de datos experimentales para la actividad de
la hexoquinasa que cataliza la conversion de glucosa a glucosa-6-fosfato.
a) Comprueba que la enzima sigue una cinética de saturacion hiperboli-
ca a partir de los datos experimentales que aparecen en la tabla. b) Cal-
cula su Km y Vmax.

[S] v 1 1

M nmoles.1”.min
2,5x10° 24
333x10° 30
4,0x10° 34
5x10° 40
1x10° 60
2x10° 80
4x10° 96
1x10" 109

Solucion del problema 1.

Entra en la opcion F del programa
Introduce los datos de la tabla del ejercicio en la pantalla. {Ten cuida-
do con las unidades! Introduce todos los valores numéricos de [S] x 10°.
Presiona [F7] (Analyse Data)
[N]
[Y]
Observa la grifica de Lineweaver-Burk
Presiona [R]
Rellena la tabla F4 siguiente
Presiona  [P]

Y contintGa con el resto de las graficas hasta completar la tabla F4:
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Tabla F4

Km Vmax

LINEWEAVER-BURK
=

HANES-WOOLF
r=

EADIE-HOFSTEE
r=

WILKINSON

Contesta las preguntas:

— ;Cual de las tres graficas lineales es la que da una distribucion peor
de los puntos del problema?

—:Qué es el método de Wilkinson? ;por qué no tiene grafica?

—Da los valores de Km y Vmax que contestan al problema ponien-
do las unidades correspondientes.

Para terminar y salir de la opcion F

Presiona [P]
[N]
[N]
Q]
[N]
Problema 2

Los eritrocitos embrionarios contienen un enzima que cataliza la
reaccion S —m»P. Los eritrocitos adultos también posee actividad S—»P.
Algunos datos cinéticos se muestran en la tabla siguiente. ;Qué conclu-
siones puedes sacar referentes a la identidad de los dos enzimas?
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[s] Velocidad inicial (umoles.mg'.min™)

M eritrocito adulto eritrocito embrionario
1,68x 107 1,05 5,00
2,50x 107 1,54 6,66
3,33x 107 1,98 8,00
5,00 x 107 2,86 10,00
7,00x 107 3,78 11,67
1,00x 10 5,00 13,33
1,50 x 10 6,67 15,00
1,67 x 10™ 7,15 15,40
2,00 x 10™ 8,00 16,00

Solucion del problema 2

Entra en la opcion F del programa

Introduce los datos de la tabla para el eritrocito adulto en la panta-
lla. {Ten cuidado con las unidades! Introduce todos los valores numéri-
cos de [S] x 10°.

Presiona [F7] (Analyse Data)

[N]
[N]

De la tabla Results Summary elige los valores de Km y Vmax que
creas mas ajustados y pon las unidades correspondientes

Km = Vmax =

Para continuar:

Presiona [Q]
[N]
[N]
[F3]
(N]

Repite las operaciones anteriores pero ahora con los datos del ejer-
cicio para el eritrocito embrionario.
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De la tabla Results Summary elige los valores de Km y Vmax que
creas mas ajustados y pon las unidades correspondientes

Km = Vmax =

Para salir de la opcion F del programa:

Q]
N

Presiona

Z

]
]
]

\®)

[
[
[
[
[N]

Entra en la opcidon A del programa y representa las dos curvas y las
correspondientes graficas inversas de Lineweaver-Burk.

Contesta las preguntas:

— ¢En qué punto interseccionan las dos rectas de la grafica de Line-
weaver-Burk?

— ¢Qué conclusion puedes sacar referente a la identidad de los dos
enzimas?

Problema 3

Cuando se produce un infarto de miocardio, un enzima es secretado
al torrente sanguineo. En el caso de una distrofia muscular una isoenzi-
ma que cataliza la misma reaccion, es secretada al torrente sanguineo y
se puede diferenciar ficilmente por tener un distinto valor de Km (Km
de la isoenzima de musculo esquelético = 2 x 10®° M). Un ensayo en una
muestra de sangre de un paciente que lleg6 al hospital inconsciente dio
los resultados que se indican en la tabla. ;Sufre el paciente una distrofia
muscular, o un infarto de miocardio?
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[S] Velocidad inicial
VD Enzima del miocardio Enzima del paciente
umoles/mg x min umoles/ml suero x min
5,00 x 107 2,86 43
7,00x 107 3,78 57
1,00x 10 5,00 75
1,50 x 10™ 6,67 100
2,00x 10™ 8,00 120
3,00x 107 10,00 150

Solucion del problema 3.

Entra en la opciéon F del programa

Introduce los datos de la tabla en la pantalla para la enzima del mio-
cardio. Multiplica todos los valores numéricos de [S] x 10°.

Presiona [F7] (Analyse Data)
[N]
[N]

De la tabla Results Summary elige los valores de Km y Vmax que
creas mas ajustados y pon las unidades correspondientes

Enzima del miocardio: Km = Vmax =

Repite todo el proceso ahora para la enzima del paciente.

Enzima del paciente: Km = Vmax =

Contesta la pregunta:

— Se trata del enzima del miocardio o de la isoenzima de musculo
esquelético? ;por qué?
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Para finalizar:

Presiona [Q]

Problema 4

Se obtuvieron los datos de la velocidad de una reaccion enzimati-
ca en ausencia y en presencia de varios inhibidores (A, B, C y D).
Determinar la naturaleza de cada inhibidor y calcular las Kis corres-
pondientes.

[S] (mM) Control +AGuM) | +BQ0uM) | +C 2 mM) |+D (0.1 mM)
0,20 16,67 6,25 5,56 10,00 8,89
0,25 20,00 7,69 6,67 11,11 10,81
0,33 24,98 10,00 8,33 12,50 13,78
0,50 33,33 14,29 11,11 14,29 19,05
1,00 50,00 25,00 16,67 16,67 30,77
2,00 66,67 40,00 22,22 18,18 44,44
2,50 71,40 45,45 23,81 18,52 48,78
3,33 76,92 52,63 25,64 18,87 54,060
4,00 80,00 57,14 26,67 19,00 57,14
5,00 83,33 62,50 27,77 19,23 60,60

Solucion del problema 4

Halla los valores de Km y Vmax para cada uno de los casos del pro-
blema (control y en presencia de los distintos inhibidores) utilizando la
opcion F del programa y F7.

Rellena la tabla:

Control +A (G uM) |+B (20 uM) | +C (2 mM) [+D (0.1 mM)

Km Km’

Vmax Vmax’
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Ahora utiliza F8 para determinar el tipo de inhibidor de que se trata
en cada caso y dar el correspondiente valor de Ki.

Inhibidor Tipo Ki

A

B
C
D

Presiona [Q] [Q] para finalizar.
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EXCEL PARA WINDOWS

El procedimiento para iniciar Excel o cualquier otro programa de
Windows es siempre el mismo: hacer doble clic sobre el icono del pro-

grama.
Abrir el grupo de programas de Microsoft Office y hacer doble clic
sobre el icono titulado Microsoft Excel.

Apareceri la pantalla principal de Excel:

Boton Restaurar de la aplicacion
Barra de titulo Boton Restaurar del documentol

Microsott Excet - Libral

Barra de

ments oiSlu) (@A) BIelao) (o) (= 1} {#111 (LTE[S] fios [OlW]

Referencia [xa (@M (v {x]s) @Ei==is) @] x]=*37 (=G
|

a celda —_a

A 8 | C [} 0 | E | £ i
Barra de berramientas Estandar
Barra de berramientas Formarto

L

Celda activa

{

}
1]

Puntero
del raton

Celda

R

Etiquetas de bhoja Barras de —
desplazamiento l

Elislzlalalzlalalzldtelm]~tel~]

Barra de STo\ Hetal + L
estado —tist

Pantalla de Excel abierta
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DESCRIPCION RAPIDA DE LA PANTALLA DE EXCEL

La hoja de calculo se compone de columnas encabezadas con letras
y filas con nimeros. La interseccion de una columna y una fila es lo que
se llama una celda. Su nombre se forma con la letra de la columna y el
nimero de la fila. La celda activa se encuentra rodeada por un borde mas
grueso y su nombre se muestra en el area de referencia de celda. La cruz
que se ve es el puntero del raton, que cambia de forma al desplazarse
por las distintas zonas de la hoja de célculo.

DESPLAZARSE POR LA HOJA DE CALCULO

El método mas sencillo consiste en hacer clic sobre la celda a la que
quieres desplazarte, o ir hasta la celda activa con las teclas del cursor. La
referencia de celda se muestra en la zona superior de la hoja de calculo
y te indica cudl es la celda activa en cada momento.

CREAR UNA HOJA DE CALCULO. EJEMPLO PRACTICO 1

La hoja de calculo es el lugar donde se introduce la informacion que
se desea almacenar y tratar. La manera mas practica de comenzar a ela-
borar una hoja de calculo consiste en introducir titulos, encabezados de
columnas vy filas.

Comprueba que la celda activa sea Al.

Escribe “Problema de Enzimologia”. Aparentemente el texto que has
escrito en la celda A1 se ha extendido por las celdas siguientes, pero real-
mente toda la informacion esta contenida en la celda elegida.

Haz clic en la celda B3 para convertirla en celda activa. Escribe “Sus-
trato S”.

Haz clic en la celda C3. Escribe “Velocidad v”.

Rellena las dos columnas (B4, C4, B5, C5, B6, C6...) con los datos
numéricos que vienen a continuacion. Es muy util el teclado numérico
que tienes a la derecha del teclado normal de escritura. Usalo para intro-
ducir estos valores:

1.67 1.05
2.50 1.54
3.33 1.98
5.00 2.86
7.00 3.78
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10.00 5.00
15.00 06.67
16.70 7.15
20.00 8.00

Haz clic en la celda D3. Escribe “1/S”.

Haz clic en la celda E3. Escribe “1/v”.

CREACION DE FORMULAS. INVERSO

Ahora vamos a rellenar estas dos nuevas columnas que comienzan
en las celdas D3 y E3. Para ello nos vamos a servir de una gran herra-
mienta de Excel: la creacion de formulas. Con ellas podemos realizar cal-
culos con los valores de las celdas y mostrar los resultados en otras
celdas de formulas.

La manera de comenzar una férmula consiste en desplazarse a una
celda vacia donde quieres que aparezca el resultado y escribir el signo
igual (=). Desplazate hasta la celda D4 que es donde quieres que apa-
rezca el resultado. Escribe “=1/B4”. Después de confirmar la entrada de
esta formula con la tecla Intro, aparecerd en pantalla el resultado de la
operacion. Si se cambia el valor de la celda B4, cambiara automatica-
mente el resultado de la celda D4. Pruébalo.

CUADRO DE LLENADO

A continuacioén vamos a proceder al llenado del resto de celdas. Para
ello emplearemos la posibilidad de arrastrar el “cuadro de llenado”. En la
esquina inferior derecha del cuadro que rodea a la celda activa D4 se
encuentra el cuadro de llenado, que te permitird copiar la informacion a
otras celdas.

Arrastra el cuadro de llenado hacia abajo, de forma que el borde se
extienda hasta la celda D12. SitGa el raton sobre el cuadro de llenado y
espera a que el puntero se transforme en una cruz delgada. Arrastrala
hacia abajo hasta que el borde de la celda activa se extienda hasta la
celda D12. Suelta el boton del raton para completar el llenado.

Para rellenar la cuarta columna, en nuestro caso concreto la colum-
na 1/v, selecciona la columna 1/S: rango D4, D12. Sitaa el raton en la
esquina inferior del rango seleccionado. El puntero se transforma en una
cruz delgada. Arrastra el cuadro de llenado a la columna E. El rango E4,
E12 se llenard automaticamente.
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Para ver la formula correspondiente a cada uno de los resultados
puedes verla en el cuadro de formula. Haz clic en la celda E8, en el cua-
dro de formulas aparecera “=1/C8”. Si lo haces en la celda D10, apare-
cera “=1/B10”.

CREACION DE GRAFICOS

Un grifico consiste en la representacion de los datos numéricos que
contiene la hoja de cdlculo. Una vez que tenemos los datos de 1/Sy 1/v,
vamos a representar grificamente la recta de la ecuacion de Lineweaver
y Burk.

El primer paso consiste en seleccionar los datos que se van a incluir
en el grafico. Selecciona el rango comprendido entre las celdas D4 a E12.

Pulsa el boton Asistente para graficos de la barra de herramientas, el
contorno aparecerd intermitente. Luego dibuja sin hacer clic con el raton
el contorno del area donde quieres que aparezca tu grafico. El cursor ten-
dra la forma de una cruz junto a un icono de grafico. Si haces clic con el
raton, Excel elegird por ti el tamafio que va a tener el grafico. Si arrastras
el raton crearas un grafico del tamano que elijas para poderlo manejar
con facilidad. Suelta el boton del raton cuando el contorno alcance el
tamano deseado.

A continuacion apareceri el primer cuadro de didlogo Asistente para
graficos - paso 1 de 5. En el cuadro de texto apareceran los rangos selec-
cionados previamente. El simbolo doélar $ que precede a las letras de
columnas y a los nimeros de filas indica que se trata de referencias abso-
lutas, que son las que no se modifican al mover o copiar datos.

Una vez comprobado que los rangos son los correctos, ya puedes
pasar al siguiente cuadro de didlogo. Pulsa el boton siguiente y aparece-
ra en pantalla el paso 2 de 5 del Asistente para graficos. Ahora tienes que
elegir el tipo de grafico que deseas. Para este problemas debes elegir gra-
ficos XY dispersion para poder representar la relacidén existente entre las
dos series de datos. Después de haber seleccionado el tipo de grafico haz
clic en el botodn siguiente. Aparecera el paso 3 de 5 del asistente para gra-
ficos. Selecciona el formato tipo 1y haz clic de nuevo en siguiente.

Debes rellenar el cuadro de didlogo del paso 4 de 5:
Serie de datos en ¢ Columnas

Pulsa el boton siguiente para abrir el siguiente cuadro de didlogo del
asistente para graficos.
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Titulo del grifico: ejemplo 1
Titulos de los ejes  Abscisas (X): 1/S
Ordenadas (Y): 1/v

En el siguiente cuadro elige: ® Como objeto en Hoja 1.

Pulsa el boton Terminar y desplazate en la pantalla hacia la derecha
hasta que se haga visible el grafico entero. El grafico incrustado forma
parte ya de la hoja de calculo.

Para activar un grafico incrustado, haz doble clic sobre él. El borde
del grafico se modificari, indicando que se encuentra activado. Ahora ya
puedes modificar el elemento del grafico que desees: cambiar o despla-
zar el titulo, cambiar el tamano de letra del texto, modificar el color del
fondo, calcular la ecuacion lineal....

REGRESION LINEAL

Con el grafico activado haz clic sobre uno de los puntos del grafico
con el boton de la derecha del raton de modo que se activen todos los
puntos del grafico. Selecciona: Agregar linea de tendencia.

Dentro de Tipo, selecciona: Lineal.
Dentro de Opciones selecciona:  presentar ecuacion en el grafico y
presentar el valor R cuadrado en el

grafico

A partir de la ecuacion que aparece en el grafico calcula el valor de
Vmax y de Km de este ejemplo 1.

Para salir de Excel, elige archivo, salir. Excel se cerrarad y volvera al
icono con el que se inici6.

EjEmpLO 2

2.1. Abre una nueva hoja de calculo

Introduce todos los valores de la tabla siguiente:
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[S] velocidad inicial (unidades de absorbancia . min
(mmol.1" a distancias concentraciones iniciales de inhibidor [I] (mM)
=10 [1=2,0 [11=3,0 [11=4,0 (11=5,0
2,0 0,432 0,396 0,365 0,339 0,317
2,5 0,485 0,448 0,417 0,389 0,365
3,33 0,552 0,516 0,485 0,457 0,432
5 0,642 0,609 0,579 0,552 0,528

2.2. Ahora rellena una nueva columna con los valores inversos: 1/[S] uti-
lizando la herramienta de creacion de féormulas tal y como lo has
hecho en el ejercicio anterior.

2.3. A continuacion procede al llenado del resto de celdas con los valo-
res de 1/v arrastrando el cuadro de llenado. Completa la tabla con
las cabeceras de cada columna de modo que te quede de la siguien-

te manera:
1/8 1/vd=1) 1/v (I=2) 1/v (I1=3) 1/v d=4) 1/v (I=5)
0,5 | 231481481 | 252525253 | 2,73972603 | 2,94985251 | 3,15457413
04 | 206185567 | 2,23214286 | 2,39808153 | 2,57069409 | 2,73972603
0,3003003 | 1,8115942 | 1,9379845 | 2,06185567 | 2,18818381 | 2,31481481
02| 15576324 | 1,64203612 | 1,72711572 | 1,8115942 | 1,89393939

2.4. Haz un grafico con las rectas de dobles reciprocos para cada una de
las concentraciones de inhibidor. Selecciona los datos que se van a
incluir en el grafico, es decir, los datos numéricos de la columna de
1/S y todas las de 1/v. Pulsa el boton Asistente para graficos de la
barra de herramientas.

2.5. Aparecera el primer cuadro de didlogo Asistente para graficos - paso
1 de 5. En el cuadro de texto apareceran los rangos seleccionados
previamente. Una vez comprobado que los rangos son los correctos,
ya puedes pasar al siguiente cuadro de didlogo. Elige el grafico XY

dispersion y el formato tipo 1.
En el cuadro de didlogo del paso 4 de 5 debe poner:
Serie de datos en ® Columnas

2.0.

Pulsa el boton siguiente para abrir el siguiente cuadro de dialogo del
asistente para graficos.
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Titulo del grifico: ejercicio 2
Titulos de los ejes  Abscisas (X): 1/S
Ordenadas (Y): 1/v

En el siguiente cuadro elige: ® Como objeto en Hoja 1.

Pulsa el boton Terminar y desplazate hasta que se haga visible el gra-
fico entero. Ajusta el tamano del grafico a tu gusto. El cuadro de las series
puedes eliminarlo.

2.7. Activa el grafico haciendo doble clic sobre él. El borde del grafico se
modificard, indicando que se encuentra activado. Con el grafico acti-
vado haz clic sobre uno de los puntos de la primera recta con el
boton de la derecha del raton, de modo que se activen todos los
puntos de la recta.

Selecciona: Agregar linea de tendencia.
Selecciona: Lineal.
Dentro de Opciones selecciona:
presentar ecuacion en el grafico
presentar el valor R cuadrado en el grifico
Extrapolar hacia atrds 0,5 unidades
Aceptar
Cuando aparezca la ecuacion en el grafico colécala en una esquina
de forma ordenada para saber siempre qué ecuacion se corresponde con
cada una de las rectas que van a ir apareciendo. Cambia el grosor de la
linea activindola con el cursor. Una linea fina te ayudara a ver mejor las
cinco rectas que van a ir apareciendo.

2.8. Repite todos los pasos del apartado 2.7 para cada una de las rectas
del grifico de modo que te quede del siguiente modo:

ejercicio 2 y = 2,5226x + 1,0534
3.5 =1
N y = 2,9447x + 1,0535
251 R% =1
. y = 3,3751x + 1,0502
> =1
- 5 y = 3,7984x + 1,0504
R =1
05 y = 4,2081x + 1,0526
.4 02 __ 0,2 0,4 o6 R =1
1/8
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2.9. En hoja de calculo escribe dos nuevas columnas con las concentra-
ciones de inhibidor y los correspondientes valores de las pendientes:

(1] (mM) m

1

2
3
4

Haz la grafica secundaria correspondiente de m frente a [I] y ajusta
los puntos por regresion lineal a una recta.

2.10. sDe qué tipo de inhibidor se trata?

2.11. ;Cuanto vale Km?

2.12. ;,Cuanto vale Vmax?

2.13. ;Cuanto vale Ki?

Para salir de Excel, elige archivo, salir. Excel se cerrard y volvera al
icono con el que se inicio.
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GRAFICAS DE LOS EJERCICIOS

Ejercicios 1-3 OPCION A

5: Km=5 Vmax=50
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30 F
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1
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[Plroceed, Print [Slcreen or [Q]
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CINETICA ENZIMATICA PRACTICA

Ejercicios 1-3

OPCION A

5: Km=5 Vmax=50

[SI/v

HANES-WOOLF

3 r

25 r

[Plroceed, Print [Slcreen or [Qluit

OPCION A

EADIE-HOFSTEE

v/I8]
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Ejercicio 4

v BASIC MICHAELIS-MENTEN
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1/v LINEWEAVER-BURK

1/18]
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Ejercicio 5

1: Km=1 Vmax=50
Percentage error= 5%
v

OPCION B

BASIC MICHAELIS-MENTEN

Absolute

Relative

60
s0
------ L e
40 f I _____ I I I—
-
30 I .
20 |
1l
10
i | I I I I : : L L

1: Km=1 Vmax=50
Percentage error= 5%

6

(o)

10

OprcCION B

LINEWEAVER-BURK

1/v
3 F

25 T
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CINETICA

ENZIMATICA PRACTICA

Ejercicio 5

1: Km=1 Vmax=50
Percentage error= 5%

OPCION B

1: Km=1 Vmax=50
Percentage error= 5%
v

[S)v HANES-WOOLF
3
25 f
15 '.
,I".
05t W
A

O L L L L L" L L L L L 1 L L L L L

-5 0 5 10 s)

OPCION B

EADIE-HOFSTEE
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50

40

30

20

10

10 20
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Ejercicio 6
OrcioN C

5: Km=5 Vmax=50 Competitive

Ki
v BASIC MICHAELIS-MENTEN
0

40
30
20

10

[s]

OpcIiON C
5: Km=0.5 Vmax=50 Competitive
Ki=2: [1]=10
1/v LINEWEAVER-BURK
3 F F g

(UIRN

25 + L

A5+
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CINETICA ENZIMATICA PRACTICA

Ejercicio 6
OpCION C
5: Km=.5 Vmax=50 Competitive

Ki=2: [1]=10
[SI/v HANES-WOOLF

3 F 3

25 F

OprcION C
5: Km=.5 Vmax=50 Competitive
Ki=2: [1]=10
v EADIE-HOFSTEE
60 F

30

20

10

v/IS]
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Ejercicio 7
OpcION C

5: Km=1 Vmax=50 Noncompetitive
Ki=4 :Ki/Kies=1 :[1]=10
v BASIC MICHAELIS-MENTEN

60
50 f
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40 | I PSR E R TR L PR 2
30 | _____________________________________________________ 3
20 b T eeemmmemmmmmnoenemnoni 4
10 ."'l:"c' '__—'— ----------------------------------------------------------- 5
0 : L | L | L | L | L | L
0 2 4 6 8 10 [s]
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Ki=4 :Ki/kies=1 :[I]=10
1/v LINEWEAVER-BURK
3 F F s
2 F
A5
d F
05 T
0 1 1 1
-2.5
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Ejercicio 7

5: Km=1 Vmax=50 Noncompetitive

Ki=4 :Ki/Kies=1 :[I]=10

OprcION C

HANES-WOOLF

[SI/v
ST I 5 4 3
/' // ¢"” ;“—' 1
1s L
1t L '," /,:_':*"
05 |
]
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v EADIE-HOFSTEE
60 F
50 f..
T S
30 b Tl R
20 | e 37l .
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30 40 50 /sl
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Ejercicio 8
5: Km=1 Vmax=50 Mixed

Ki=4 :Ki/kies=.2 :[1]=10
1/v

LINEWEAVER-BURK

3 F [

25 L

EADIE-HOFSTEE

1/18]

Ki=4 :Ki/Kies=.2
[S/v

[11=10

v/IS]

HANES-WOOLF

3 F
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CINETICA ENZIMATICA

PRACTICA

Ejercicio 9

5: Km=1 Vmax=50 Mixed
Ki=4 :Ki/kies=2 :[I]=10
1/v

LINEWEAVER-BURK

)
v

.05

H

1/18]

ANES-WOOLF

2

EADIE-HOFSTEE

10 S

30

20
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Ejercicio 10

5: Km=1 Vmax=50
Kies=2 :[Il=4
1/v

Uncompetitive

OprcION C

LINEWEAVER-BURK

3 F F

25 L

25 5
1/18]

HANES-WOOLF
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CINETICA ENZIMATICA PRACTICA

Ejercicio 11 OpcION C
5: Km=1 Vmax=25 Competitive
Ki=2 :[S]=20
v BASIC v AGAINST [1] PLOT
30 |
25
20 k. TTm=-=lIlITmme-—o T 5
S~ ~—__ T 7Tl 4
15 N - TTe--o___TT Tl 3
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Ejercicio 12
OprcION C

5: Km=1 Vmax=25 Noncompetitive

Ki=3 :Ki/Kies=1 :[S]=20

1/v DIXON
36 F F

24t

OprciON C
5: Km=1 Vmax=25 Noncompetitive
Ki=3 :Ki/Kies=1 :[S]=20
[SI/v CORNISH-BOWDEN
2 4 n C - )

n
W
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CINETICA ENZIMATICA PRACTICA

Ejercicio 13

OprcCION C
5: Km=1 Vmax=25 Mixed
Ki=3 :Ki/Kies=2 :[S]=20
1/v DIXON
36 F r

24 | -

18

12

.06

[SI/v CORNISH-BOWDEN

1.6

1.2
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Ejercicio 14

OprcCION C
5: Km=1 Vmax=25 Mixed
Ki=3 :Ki/Kies=3 :[S]=20
1/v DIXON
36 F g g

OprcCION C
5: Km=1 Vmax=25 Mixed
Ki=3 :Ki/Kies=3 :[S]=20
[SI/v CORNISH-BOWDEN
24 F r 7 =

N
N
w

1.2

69



CINETICA ENZIMATICA PRACTICA

Ejercicio 15
OpPCION C
5: Km=1 Vmax=25 Uncompetitive

Kies=2.5 :[S]=20
1/v DIXON

36 F r

24 |

OPCION C

5: Km=1 Vmax=25 Uncompetitive

Kies=2.5 :[S]=20

[SI/v CORNISH-BOWDEN
24 F r -

o))
N
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