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INTRODUCCION

El objetivo principal de este trabajo es el de presentar un método siste-
matico para el andlisis de resultados cinéticos enzimidticos experimentales, de
rivando la ecuacién de velocidad para un modelo propuesto, la estimacidn de pa .
ridmetros y la verificacién de que tan bien se ajusta el modelo propuesto a los
datos experimentales.

Para esto es necesario utilizar herramientas analfticas en forma de pro--
gramas de computadora que son presentadas en este trabajo.

Una caracteristica de este método sistemdtico es que la técnica aqui tra-
tada cubre mecanismos lineales y ciclicos reversibles. Esto es importante ya-
que la mayoria de los mecanismes enzimaticos publicados rio son del tipo del mo
delo de Michaelis-Menten.

Para lograr e)] objetivo de este trabajo se dividié en cinco partes por se
parado, pero relacionadas entre si y cinco apéndices. En el analisis o modela
miento de resultados cinéticos enzimidticos, el primer paso importante es la de
rivacién de la ecuacién de velocidad del mecanismo propuesto. Antes de ini---
ciar esta etapa, consideramos necesario, por ser probablemente el mejor camino
para .una mejor comprensién de las reacciones enzimdticas, un breve repaso a --
las generalidades del tema. Es por esto que el trabajo se estructurd de la si
guiente forma:

El Capitulo I cubre las generalidades sobre las Proteinas, grupo al que -
pertenecen las enzimas y que son necesarias para una mejor comprension del te~
ma.

El Capitulo II abarca de una manera mis detallada a las enzimas. Hace un
repaso de los conocxmlenCOs bdsicos de las enzimas como son: generalidades, no
menclatura, prlnc1plos termodindmicos, etc. Asi también, una parte de este ca
pitulo se encarga de hacer un resumen del potencial de aplicacién de las enzi-
mas en la industria en forma inmediata y a futuro.

El Capitulo III cubre las técnicas requeridas para la derivacién de ecua-
ciones de velocidad, tanto para un mecanismo en equilibrio, como para uno en -
estado estacionario., Se tratan también, brevemente, estudios de inhibicidn e-
intercambio de isétopos. Se incluyen tanto el método manual como el mecdnico.

El Capitulo IV muestra la forma apropiada de describir el mecanismo enzi-
matico a la computadora, presentdndolo a detalle con ejemplos ¥ resultados.

El Capitulo V que se divide en tres partes, trata de la medicidén y estima
cién de las constantes de velocidad. La primera parte trata de la medicidn de
las constantes por métodos experimentales. La segunda parte describe la esti-
macién de tales constantes por métodos estadisticos y finalmente, la tercera -
parte, trata de la estimacién de pardmetros por métodos de optimizacidén a par-
tir de una expresién de velocidad generada en base a un modelo propuesto.

Los programas de computadora mencionados en los capitulos se presentan en
cinco apéndices donde se da una breve explicacidn del programa, formato de da-
tos de entrada, diagramas de flujo, formato de resultados o datos de salida y-
el listado de dicho programa.
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CAPITULO I
PROTEINAS

1. Generalidades

Las células, que constituyen la unidad de la vida, estdn formadas por di-
versas sustancias, entre las que se encuentran las proteinas, las cuales tienen-
funciones especificas dentro de éstas. Las enzimas son algunas de estas protei-
nas, cuya funcidn es la de catdlisis de las reacciones bioldgicas.

Las proteinas son los compuestos mis abundantes de las células, ya que -—-
constituyen 21 50 por ciento o mas de su peso seco. Al ser compuestos orgdnicos
estadn formados por carbono, oxigeno, hidrégeno, nitrdgene y muchas de ellas con-
tienen ademds azurre. Adicionalmente algunas pueden contener {dsforo, hierro, --
zinc, cobre, etc.

Las proteinas tal como los polimeros sintéticos son cadenas de unidades -
que se van repitiendo periddicamente. Estas unidades son los grupos peptidicos-
{Fig. 1.1), los que a su vez estan formados por mondémeros llamados aminodcidos,-
de los cuales se llegan a distinguir 20 diferentes (Tabla 1.1},

Cadena Polipepti dica ‘Aminoéacido
B HRQ # HRQ # HR
= G=§i=N-GC~C-=H-G~C-N-G G- H N-G-C-~OH
RC H HRO H HRO R

Fig. 1.1 La cadena polipeptidica es una estructura repetitiva formada --
por grupos peptidicos (-CCONHC-). La cadena en si estd formada por grupos de -
amincacidos unidos covalentemente, cada wnc de los cuales contribuye con un grupo
idéntico a la estructura mas un radical distintivo R como grupo lateral,.

Los enlaces peptidicos (-NHCO-) se forman cuando dos aminodcidos reaccio-
nan entre si, eliminando una molécula de agua (reaccién de condensacidn), segtn-
la siguiente ecuacidn:

HQ H¢ ~H,0 . iped
NH _~G-C—OH + H-N-£-COOH =mmZmmmeme NH_=¢-C-N-C~COOH
2 2
H R R R

La unién de estos grupos péptidicos da por resultado cadenas de polipépti
dos (llamados asi cuando la cadena tiene un peso molecular menor a 10000) o pro-
tefnas (cuando el peso molecular es mayor a 10000}. La reaccidn inversa, la - -
hidrdlisis, sobre estas cadenas da por resultado aminodcidos, con lo cual se pue
de afirmar que son éstos la base de las proteinas.

Cada prateina puede estar formada por cientos de aminodcidoes y su peso mo
lecular puede variar de 5000 hasta mds de un milldn.

2.~ Aminodcidos

Por ser los aminodcidos la base constitutiva de’ las proteinas a contlnua—
cién se degscribirdn algunag de sus propiedades més 1mportantes.



Su férmula general es:

Hae
R-(-COO0H
NH2
A excepcidn de la prolina, todos los aminodcidos tienen como comin denomi-
nador un grupo carboxilico libre (-COOH)} y un grupo amino libre (-NH,) e insus-—
tituido unido a un carbono asimétrico (carbono alfa) difiriendo entre“si en la -
cadena lateral, que es distintiva para cada uno y a la que se ha dado por llamar
"grupo R”. Eléctricamente, esta molécula es un ion dipolar (+H,-N-CHR-COO-}, lla
mado también icn hibrido, ya gue puede actuar en solucién como~acido (donador de
protones) o bien como base (aceptor de protones). La primera caracteristica se_
la confiere el grupo amino y la segunda el grupo carboxilico. Por ejemplo, la -
alanina cuando se disuelve, puede comportarse segin alguno de los equilibrios --
que se presentan a continuacién:
+

HaﬁCH(CHa)COO' H" 4+ H,NCH(CH3)C00™  (como dcido)

+

H' v HICH(CH,)C00” mmmmmeeemmmem H NCH(CH,, ) COOH (cémo bage)

Estas propiedades Acido-base de los aminodcidos:son de suma'lmportancia ,
ya que éstas le confieren a las proteinas algunas de las .caracteristicas que po-
seen, tal como su secuencia, su forma, etc. Ademds es. en base,a estas: propieda-
des que se hace el estudio de la composicién y caracterizacidn ( o secuencia de
aminodcidos en la cadena) de las proteinas.

Lo que sucede con una solucién de un aminodcido,;cuando se le coloca en un
campo eléctrico, depende de su pH. En solucidn alcalina hay mas aniones de la -
forma II que cationes de la forma III (fig. 1.2), por lo que hay una migracién -
neta del aminodcido hacia el é&nodo. En

L q* + - i H+ . +

HZNCHRCOO ----------- - H3NCHRCOO - H3NCHRCOOH

11 OH™ I OH™ ’ I

Fig. 1.2. Especies 1lonicas presentes en una solucidén de aminodcidos.

En solucidn &cida, en cambio, se encuentran los cationes III en exceso,
por lo que hay migracidn neta del aminodcido hacia el cdtodo. Si-las especies —-
IT y III se equilibran exactamente, no hay migracidén; en tales condiciones exis-
te cualquiera de las moléculas como ion positivo y negativo durante el mismo lap
so de tiempo, de modo que cualquier movimiento en la direccidén de uno de los ---
electrodos, 2s contrarrestado por uno igual y de sentido contrario hacia el otro
electrodo.

La concentracién de ion hidrégeno para la cual un amincacide no migra en
un campo eléctrico, se conoce como el punto Isoeléctrico de dicho aminodcido.

Un aminodcido generalmente tiene la solubilidad mads baja cuando el pH co
rresponde al punto isoeléctrico, puesto que tiene en ese punto la concentracidn_
mds alta del ion dipolar. A medida que la solucidén se hace mds alcalina o mas --
acida, aumenta la concentracidn de uno de los iones.



Uno de los métodos de clasificacién de los aminodcidos se basa en-~
la polaridad del grupo R, existiendo de acuerdo a esto, cuatro grupos -—-—-
principales: a) aminoadcidos con grupo R pelar o hidrofébicos; b) aquellos-
que tienen grupo R polar pero sin carga; c) aminodcidos con grupo polar de
carga positiva; y d) aquellos con carga negativa, considerando que cual-—-
quiera de ellos de encuentra a un pH de 6 a 7, que es el valor intracelu—-
lar de pH.

A los aminodcidos se les designa cominmente con vocablos de tres -
letras, aunque también existe un cédigo de una sola letra. En la tabla 1.1
se mencionan los 20 aminodcidos mas cominmente encontrados en las protet~-
nas y ademds de su nombre y férmula desarrollada se da su nombre por cédi-
go y su peso molecular.

A continuacidén se presentan las principales caracteristicas de la-
clasificacién de aminodcidos que se did anteriormente.

a) Aminodcidos con grupo no polar o hidrofdbicos.

Este grupo de aminodcidos tiene la caracteristica de que su cadena
lateral les confiere la propiedad de hidrofébicos: son no polares. En to-
tal son ocho amino&cidos de esta clase; en cinco de ellos la cadena R es -
un radical alifdtico (alanina, leucina, isoleucina, valina y prolina), en
dos de ellos es aromdtica (fenilalanina y triptéfano} y uno de ellos, la
metionina, contiene azufre, De todos ellos el mds socluble en agua es la —-
alanina.

b) Aminodcidos con grupo R polar sin carga.

Estos son relativamente mas solubles en agua que los anteriores. -
Este grupo esta constituido por la serina, treonina, tirosina, asparagina,
glutamina, cisteina y por la glicina. La solubilidad de estos se debe en -
los tres primeros, al grupo hidrdxilo (-OH), en los dos siguientes al grupo
amidico (-(NH,) C=0), , en el siguiente al grupo sulfhidrilo (-SH) y en el
Ultimo al hidrégeno, aunque algunas veces se clasifica como no polar, de-
bido a que este dtomo es muy pequefioc para influir en la elevada polaridad-
de los grupos amino y carboxilico.

c) Aminodcidos con grupo R cargado positivamente.

Estos aminodcidos son basicos y todos los grupos R son cadenas de-
seis carbones. Los tres aminodcidos de este grupo son la lisina, la argini
na y la histidina. El primero contiene un grupo amino, la arginina contie-
ne un grupo guanidino y la histidina contiene la funcidn imidazol en la -
cadena. Este Gltimo, que es débilmente badsico, es el Gnico que posee un ——
protdén que se disocia a pH neutro. Esta caracteristica permite a ciertos -
residuos de histidina desempefiar un papel importante en las actividades --
catalfticas de algunas enzimas.



Tabla 1.1 'Clasificacién de los aminoidcidos segin su polaridad.

1. Aminodcidos con grupos R no polares o hidrofébicos

5] H3C H HSC H
H3C‘¢'C02H CH—¢~CO H pH ~CH -Q-CO H
NH2 Hsc . NH Hac NH2
L~alanina - L-valina : L—leucina ]
H.C~CH H o H C-——CH i ‘
3 2~ : 2 : yaes \
CH~G~COH CH —¢ CO H
HBC/ NH, 2 /EH-CO H \ / 2
L-isoleucina L prolina R L-fenilalanina'
H : : B 5
-CH ~C-C0 H “+H C—S-CH -CH - -CO He
et e 2
\,\N NE, : S 2
o "H ' L-triptéfanc . L-métibhiﬁa o
2. Aminodcidos’ con grupos R polares pero sin carga electrlca
i o HCL o g
H—c-COZH, - HOCH -C CO H /CH-C -C0, H HS CH -C—COZH
NH2 S, . NH2 HO NH2 T NH2

Glicina © 7 L-serina L-treon1na T Lfcisteina

SN , oy S i
Ho- { \>-CH -q ~CoH HZN-Q-CH—-c co H g H N-g-cn ~CH -¢ -C0,, H
N NH2 .0 NHy C . NH2

L—tirqslna R L-asparagina : L-glutamlna

3. Aminoécidbs'ébn”ééubosiR carquos posxtivamenté

B L
HZN-CHZ—CHQ—CHZ-CH -g;co M

e R herd
. L-lisina K g
HC==C~CH -C-CO H

‘_& /&H f“:NHZ o ‘;'

H
L—histidina

4. Aminoacidos con grupos R cargados negativamente

i i
HOOC-CH ,=6-CO0, —cH -c-cozu
~ NH

2 i, -

' L-dcido aspirtico L- écxdo glutémlco

H ‘ HOOC~CH.

2 2



d) Aminodcidos con grupos R cargados negativamente.

A esta clasificacidn pertenecen los Acidos aspdrtico y glutamico, cada uno
de los cuales contiene un segundo grupo carboxilico que se encuentra completamen-
te ionizado, cargado negativamente, a un pH entre 6 y 7.

Otros aminodcidos.

Algunas proteinas ademas de los 20 aminoicidos corriéntes, pueden contener
otros aminodcidos, todos ellos derivados de alguno de los 20 comunes... Por': ejem-
plo la hidrdxiprolina, que es un derivado de la prolina se le puede encontrar en
la proteina del coldgeno (Fig. {;§). :

HaG - CHy -

CH,C . .CH .2 COOH
R

4.~ Hidfxiprolina.:: o . Prolina

Fig. 1.3 Ademas de los 20 aminoacidos corrientes que forman las proteinas,
se pueden encontrar otros aminoacidos que en general son derivados de los comunes.

Adicionalmente se pueden encontrar en la materia viva hasta 200 aminodci-
dos no protéicos, llamados asf porque no forman parte de las proteinas y se les -
pusde encontrar combinados o solos formando parte de células y tejidos.

Configuracién de los aminoacidos naturales.

Las estructuras que se muestran en la Tabla 1.1 nos demuestran que todos -
los aminodcidos, salvo la glicina, contienen por lo menos un carbono asimétrico ,
por lo que tal y como se obtienen a partir de las proteinas, todos resultan dpti-
camente activos.

Los estudios de los aminodcidos naturales han demostrado que todos contie~
nen la misma configuracién en torno al atomo de carbono alfa y esta configuracidn
es la misma que la del aldehido L-(-}-glicérico.

CHO cooH
HO -—%/——H HZN—%)——— H
CH,,0H R ‘

L-Gliceraldehido : L-Aminodcido

El signo L no se refiere al signo de rotacion, aunque 1nd1ca una relacidn_
configuracional de compuestos similares. ; :

3. Caracteristicas de las Proteinas.
Las proteinas se pueden clasificar, segin la forma en que se encuentran en

en estado nativo o forma tridimensional (también conocida como conformacién), en
dos grupos: a) proteinas fibrosas y b) proteinas globulares. Las primeras se -—--



hallan constituidas por cadenas polipépticas ordenadas de modo paralelo formanco
fibras o laminillas. Las segundas son cadenas plegadas estrechamente de modo —-
que adoptan formas esféricas (globulares) compactas. Esta Ultima conformacién -
28 la que adoptan las enzimas.

Para el estudio de la estructura y propiedades de las proteinas es impor
tante conccer la gama de enlaces que se presentan en la molécula o grupos de mo-
léculas y que en si les dan las propiedades que presentan; estos son:

a) Enlaces covalentes, resultado de compartir un par electrénico entre dos-
dtomos (uno de cada uno). Las energias de enlace pueden variar de 30 a 100 -
Kcal/mol. En las proteinas este enlace se presenta entre porciones de péptidos,
uniones disulfuro, ester y amina. Estos pueden presentarse entre los grupos --
reactivos de aminodcidos en la misma cadena (inter).

b) Enlace covalente coordinado, se origina de la comparticién de un par de
electrones por dos atomos, provenientes ambos electrones (originalmente) del mis
mo dtomo. Las elergias dde enlace son mucho menores que el caso anterior (4 a 5
Kcal/mol), por lo que son mucho mds labiles. Estos enlaces se presentan entre -
metales (Fe y Co) y las proteinas.

c) Fuerzas iénicas {(enlaces idnicos), que resultan de la atraccién electros
téitica entre dos grupos de carga opuesta. La energia de enlace varia de 10 a 20
Kcal/mol, lo cual depende de la distancia entre especies involucradas. Estos en-
laces se forman entre residuos positivos (x y €-amino guanidino e imidazol) y -~
grupos cargados negativamente (formas ionizadas de grupos x-carboxilo, fosfato y
sulfato).

d) Enlaces de hidrégeno, este se produre como resultado de la comparticidn-
de un atomo de hidrégeno por dos atomcs electronegativos que tienen electrones -
no enlazados. La energia de enlace varia de 2 a 10 Kcal/mol. En las proteinas ,
los grupos que poseen un atomo de hidrdgeno que puede ser compartido incluyen al
nitrégenc peptidico, imidazol, indol; grupos con el radical -OH (serina, treoni-
na, tirosina, hidréxiprolina); con grupo -NH, y -NH. (arginina, lisina, ~-amino)
¥y el grupo carbamino (—CONH)._Los grupos que pueden aceptar la comparticién de -
un hidrégeno incluyen al -COO0 (aspartato, glutamato,=-carboxilato), el enlace-
disulfuro (-5-S-) y el enlace peptidico y ester (sC=0).

e} Fuerzas atractivas de Van der Waals. Estas actian entre todos los &to-
mos, iones y moléculas que inducen un dipolo os¢ilante en otra molécula por dis--
torcidn de la nube de carga electrdnica. EI extremo positivo de un dipolo fijo_
atraera una nube electrénica, mientras que el extremo negativo la repelerd. -—-
Estas interacciones son de importancia particularmente en la estructura inte---
rior no polar de las proteinas, proporcionando fuerzas atractivas entre cadenas-
laterales no polares.

£) Interacciones hidré&fobas, que permiten a las cadenas laterales no pola--
res, adherirse entre si en disolventes polares, especialmente en agua. La ener--
gia real para este proceso parece provenir de fuerzas de enlaces de hidrégeno --
entre moléculas de agua en vez de atraccciones entre grupos hidrdéfobos. Actual--
mente este tipo de enlaces no es bien comprendido.

2) Repulsién electréstatica, entre grupos con el mismo signo. Es lo opuesto
‘a las fuerzas ionicas (atractivas).
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h) Fuerzas repulsivas de Van der Waals, que actian entre atomos a distancias
muy cortas. Resultan de la induccién de dipolos por la repulsion mutua de nubes_
electrdénicas. Estas fuerzas actdan cuando adtomos no enlazados realmente tratan -
de acercarse mds estrechamente de una distancia minima peramitida. Constituyen una
fuerza fundamental en el impedimento estérico entre los atomos.

Todas estas fuerzas tienen un efecto considerable, no solo en las propie-
dades eléctricas de la proteina, sino también en su configuracién geométrica, por
ejemplo, las cargas iguales repelen los grupos uno de otro y motivan que las cade
nas se separen, mientras que las cargas opuestas actuan ligando unas cadenas al -
lado de otras.

Para la mejor comprensién de las propiedades de las proteinas es necesa--
rio conocer su estructura, la cual se estudia en cuatro niveles que son:

a) Estructura Primaria

Constituida por la composicién y secuencia en la cadena de los aminodci-
dos. La secuencia de aminodcidos es la que le confiere a la cadena las propieda-
des de actividad y es la base de formacién de la estructura terciaria. A partir_
de los estudios de la secuencia de aminodcidos en las proteinas se han hecho al-
gunas generalizaciones, que se resumen a continuacién.

1) No todos las proteinas contienen a los 20 aminoacidos hallados normalmen-
te en ellas.

2) Algunos aminodcidos existen en las proteinas con mucha menor frecuencia -
que otros., Por ejemplo, en la mayor parte de las proteinas hay relativamente po-
cos restos de histidina, de triptéfano y de metionina.

3) En la mayor parte de las proteinas, del 30 al 40% de los restos son amino
4cidos con grupos R no polares. Por ejemplo, cerca del 90% de los aminodcidos de_
la proteina fibrosa insoluble elastina, son no polares. :

4) En algunas proteinas, los grupos R cargados positivamente:predominan-a pH
de 7 (proteinas bdsicas). En otras, los grupos R con carga negativa de los ‘dci-
dos glutamico y aspértice son los que predomlnan, como en la la pepsina que es --
dcida. - =

En los estudios de la estructura prxmarxa se busca el numero, clase y or-
den de los amincacidos en la cadena, por ejemplo. .

HZN - Glu-Lys Ala—Gly—Tyr—His—Ala—Gly—Tyr—His-Ala- €00~

Aminoacxdo N-Terminal ’ Aminoécido C-Terminal

Se puede observar de la cadena anterior, que el polipéptido se escribe —-
iniciando por el aminodcido que tiene un grupo -amino libre (N-terminal) y termi
na con el residuc que posee un grupo carboxilico libre (C-Terminal).

b) Estructura Secundaria

Constituida por la ordenacién regular y periodica en el espacio, de las -
cadenas polipeptidicas en una direccién. Esta ordenacién es el resultado de la -




-9-

intra-unién por medio de enlaces de hidrégeno. Por medio del estudio de las ca-
denas protéicas con rayos X, se ha puesto en evidencia el hecho de que hay cier

tas repeticiones de algunas unidades estructurales. Una de estas estructuras es

la alfa-hélice, que es la forma mas abundante de estructura secundaria, que con

siste en la formacién en la cadena de una hélice torcida a la derecha que con--

tiene aproximadamente 3.6 residuos por vuelta. Esta estructura se estabiliza -

por medio de puentes de hidrdgeno entre grupos NH y CO de los aminoAdcidos que -

se unen para formar la cadena peptidica (Fig. 1.4).

Otra estructura secundaria es la conocida como §-plegada, que también -

se estabiliza por medio de puentes de hidrdgeno entre residuos de NH y CO, pero
de secciones distintas de cadenas que se acomodan lado a lado (Fig. 1.5).

c) Estructura Terciaria

Se refiere a como la proteina se pliega y curva. Para el caso de protei
nas globulares, producto de uniones covalentes, las que se llevan a cabo entre—
residuos de cisteina (uniones disulfuro), ademids de uniones hidrdgeno, salinas
y particularmente hidrdfobas o no polares de los grupos R no polares sustituyen
tes. Esta estructura es necesaria en algunas proteinas para que puedan desarr§
llar su funcién. La estructura terciaria o tridimensional, es en general muy -
irregular. Practicamente no existen proteinas en forma de hélice simple y en -
su lugar muchas de ellas tienen regiones tanto helicoidales como irregulares; -
algunas , de hecho, parecen no tener casi nada de las primeras. Hay varias ra-
zones que justifican que no se encuentre con mas frecuencia las alfa-hélice o -
algun otro tipo de disposicidén regular de cadenas, a pesar de los puentes de -
hidrégeno de regularidad casi perfecta {estructura secundaria), Una de ellas -
es que el aminoacido prolina no contiene un grupo amino libre, por lo que se -
debe interrumpir estos enlaces de hidrégeno regulares por su presencia, provo--
cando plegamientos para la formacidén de ctro tipo de enlaces que estabilicen la
molécula. Los residucs de glicina, serina y asparagina, al igual que la proli-
na, provocan el plegamiento, por lo que son llamados 'residuos que rompen la -
hélice". Otra razbén es la formacion de puentes de disulfuro (-5-S-) entre resi
duos de cisteina, que cuando aparecen en una misma cadena polipeptidica, la hé-
lice necesariamente sufre distorcién.

Sin embargo, el factor mds importante de la irregularidad en estructu--
ras proteicas es la naturaleza quimica tan diversa de los grupos laterales (gru
pos R) de los aminoacidos; cada uno de ellos tendera a formar la interaccidén --
secundaria mds favorable desde el punto de vista energético; por ejemplo, el -~
grupo hidréxilo de la tirosina tenderd a establecer una unién de hidrégeno, pe-
ro esta energia se perdera si estd junto a un grupo hidréfobo de isoleucina --
(Fig. 1.6).

d) Estructura Cuaternaria

Es la forma en que se disponen las cadenas en el espacio cuando la pro-
teina estd formada por mis de un polipéptido (Fig. 1.6).
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Fig. 1.4 Tres representaciones de la estructura secundaria alfa-hélice.
Esta estructura es estabilizada por puentes de hidrégeno entre grupos aminodci--
dos de la cadena ({uniones intra).
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Fig. 1.6 La estructura terciaria de una proteina es estabilizada por (1)-
uniones disulfuro producto de la oxidacién, de dos residuos de cisteina; (2} in-
teraciones hidrdfobas; (3) interaciones lonicas; (d4) puentes de hidrdgeno y (5}
interaciones dipolo-dipolo. f{b) La estructura cuaternaria, es la asociacién de -
unidades estructuradas terciariamente, para formar grupos de proteinas, en este -
caso un tetramero y un dimero. Las subunidades de un conglomerado. no son siempre
idénticas.
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4, Desnaturalizacidn

El estade de una proteina puede ser definido como la conformacidn altamen
te ordenada en la cual la actividad bioldégica de las proteinas es manifiesta. La
desnaturalizacidn representa la pérdida de la conformacidn nativa con alteracidn
de la estructura ordenada de manera Unica, en cadenas de péptidos arregladas al -
azar, Esto asume que, en general, hay una sola conformacién nativa de maxima es-
tabilidad. La pérdida de la actividad bioldgica especifica, particularmente de -
la actividad enzimatica, es lo mas comin y generalmente, la indicacién mas sensi-
ble de una alteracién en la confermacién, lo suficientemente notable que puede -
ser descrita como "desnaturalizacidn'.

Las causas de la desnaturalizacién de las proteinas incluyen:

a) Un cambio significativo en el pH de la solucién proteica.

b) Cambiog de tempgraturarﬁen par;icular temperaturas altas).

c) por §cb§§n,§e:déc§féen£és.,> : -

d) Radiacidén ultravioleta.

e) Vibréciongs ultrasénicas.

f) La agit#cién ﬁecénica de la scluciéﬁ.

2) Concentraciones altas de compuestos polares tales como urea o la guanidi-

na. Estos compuestos actlGan rompiendo enlaces de hidrégenoc.

h) Tratamiento con disolventes organicos solubles en agua, tal como la aceto
na y el etanol.

i) La trituracién de la proteina, que provoca la ruptura de las cadenas.

El efecto de estos factores sobre las proteinas se manifiesta en cambios
en las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, entre las que se encuentran:

a) Disminucién de la solubilidad.

b) Pérdida de. la capacidad para cristalizar.
c) Auménto,de la viscosidad.
d) Alteracidn.en la estructura interna y disposicién de la cadena peptidica,

que no-corresponde a la ruptura de enlaces peptidicos.
e) Disminucién de la simetria (pérdida de la estructura helicoidal)

f) Aumento en la reactividad quimxca. en particular de. los* grupos ionizables
y-sulfhidrilo.

g) Disminucién .o pérdida de la actividad bioldgica =
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El grado de desnaturalizacién depende de la complejidad de la proteina y -
de la intensidad y duracidén del tratamiente desnaturalizante.

En general se puede afirmar que este proceso es reversible si las condicio
nes de desnaturalizacidn no fueron muy severas o duraderas.
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CAPITULO II
ENZIMAS

La enzimologia es la ciencia que abarca el estudio de la estructura y fun
cionamiento de las enzimas, siendo la caracteristica mas importante de éstas, su
habilidad para desarrollar reacciones complejas rapidamente y a temperaturas mo-
deradas. Las enzimas son proteinas sintetizadas por las células, que catalizan -
reacciones termodindmicamente posibles siendo sus propiedades, como las de todo -
catalizador, ya que no se consumen en el curso de las reacciones; una vez realiza
da la reaccién, quedan libres para volver a actuar; ademds de no alterar el equi-
librio ya que simplemente aceleran la velocidad a la que éste se alcanza.

Las enzimas vistas como catalizadores, actiian a velocidades altas con res
pecto a los procesos sin catalizar, llegando en algunas ocasiones a intervenir en
un millén de reacciones por minuto.

1. Antecedentes

La tecnologia enzimdtica es un arte muy antiguo. En oriente las enzimas_
son usadas desde tiempos prehistdricos en la preparacién de una gran variedad de_
productos fermentados y bebidas. En el pasado, las principales enzimas usadas -
fueron amiloliticas y proteoliticas y los microrganismos usados predominantemente
fueron del grupo Aspergillus y Mucor. Unc de los procesos usados fue la fermenta
cién semisdlida de arroz en pequefia escala.

Los pastores primitivos descubrieron que el almacenar leche en bolsas fa-
bricadas a partir de la piel del estomage de algunos rumiantes resultaba en la -
formacidn de un alimento sélido, el queso, que es el resultado de la accidn de la
enzima renina sobre las proteinas de la leche. Este es uno de los casos mds an--
tiguos del uso de las enzimas en el procesamiento de alimentos.

Otro caso, lo constituye el hecho de que algunas tribus de las zonas tro-
picales han practicado por siglos el ablandamiento de 1u4 carne con hojas y frutc,
efecto producto de enzimas como la papaina, la bromelira y la ficina.

El nombre de ENZIMA, que significa "en la‘levadura", no se empled sino --
hasta 1878 en que Kiihne lo propuso, aungue mucho antes Payen y Persoz 11833) des-
cubrieron que en la transformacién de almiddén de malta en azucdr estaba implicado
un catalizador bioldgice (la diastasa), que no requeria de la presencia de la le-
vadura viva. J.J. Berzelius (1835) en su teoria general sobre la catalisis, men-
cionaba como ejemplo el trabajo de Payen, como un procesc mds eficaz que cuando -
se usaba 4cido sulfirico como promotor de la reacciédn.

Desde su descubrimiento en 1833, el estudio de las enzimas se enfocd a co
nocer su nataraleza quimica, hasta que en 1926, Summer logrdé aislar la ureasa en_
forma cristalina, llegando a la conclusién de que las enzimas eran proteinas.

Las enzimas de origen microbiano con fines comerciales fueron introducidas
en occidente alrededor de 18390 cuando un cientifico japonés, Takamine, fundd en -
los Estados Unidos una fébrica para obtener enzimas con tecnologia japonesa. El
principal producto era la Takadiastasa, una mezcla de enzimas amiloliticas y pro-
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teoliticas obtenidas del cultivo de Aspergillus cryzae. Takamine mejoré el proce
so tradicional significativamente reemplazando el arroz por salvado de trigo.

Las enzimas bacterianas fueron desarrolladas en Francia hacia 1913 por --
Boidin y Effrint, que encontraron que la bacteria Bacillus subtilis, que se en-
cuentra en el heno, producia una «-amilasa extremadamente estable a la temperatu-
ra cuando era desarrollada en cultivos en medio liquido formado por extractos de
malta o granos. Esta enzima fue primeramente usada en la industria textil para -
eliminar el almidén que protegia a los hilos de la torcedura innecesaria en la —
fabricacién de telas. La proteasa, que se formaba también en el proceso, tenia -
poco valor, aunque se le encontrd uso en la industria de curtiduria.

Alrededor de 1930, se descubrid que las pectinasas podian ser usadas con -
ciertas ventajas en la preparacién de productos de frutas. Las mezclas de enzima
cruda se preparaban de la misma forma que la Takadiastasa con microrganismos del
grupo Aspergillus niger, por ejemplo, Aspergillus wentii.

En los siguientes afios, muchas enzimas hidroliticas fueron desarrolladas y
vendidas en escala comercial, por ejemplo, la celulasa y la lipasa, pero la tecno
logia no fue satisfactoria. El producto era crudo, de baja actividad y muy caro,
por lo que, los progresos en nuevas aplicaciones fueron lentos y resultaban en —-
muchas incoherencias.

Después de la Segunda Guerra Mundial, la industria de la fermentacién tuvo
un rdpido desarrollo como resultado del descubrimiento de métodos mis eficientes_
de cultivo para la produccidén de antibidticos. Estos métodos pronto fueron adap-
tados a la produccidén de enzimas, pero no resultaron en una expancién econémica -
de la industria.

En 1960, la gluccamilasa fue introducida como un medio para hidrolizar al-
middén para la produccién de dextrosa. La enzima era conocida desde hacia tiempo,
pero la preparacién a partir de Aspergillus niger resultaba en una hidrélisis in-
completa. El descubrimiento de un medio para eliminar la transglucosidasa de la
preparacién permitié llegar a una eficiencia de casi 100% de hidrdlisis de almi--
dén a dextrosa, abriendo el camino para su uso industrial. Hoy en dia, la hidré-
lisis enzimatica, ha sustituido aunque no totalmente a la hidrélisis acida en 1la
produccién de dextrosa.

En la misma epoca, se descubrié que la proteasa alcalina del Bacillus 1li~
cheniformis, Subtilisin Carlsberg, era factible de incorporarse a los detergen-~
tes. Ya que los detergentes enzimdticos fueron bien aceptados por los consumido-
res, la enzima fue adicionada rapidamente a casi todos los detergentes, y esta =~
aplicacién llegd a ser una de las mas grandes para enzimas microbianas. Después -
de un retroceso en 1970, debido a que algunos trabajadores desarrollaron reaccio-
res alérgicas al polvo enzimdtico, se modificaron las preparaciones para que fue~
ran libres de polvo, lo que permitid que se siguiera ganando una importante apli-
cacién en la industria de los detergentes.

Otros usos de las enzimas producidas comercialmente, se obtuvo en la sus~
titucidn de la renina para la produccién de quesos, por otras proteasas de origen
microbiano en 1960. En este caso las proteasas obtenidas de Mucor pusillus, Mucor
miehei y Endothia parasitica, han probado que cuando son aplicadas correctamente,
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producen excelentes quesos , y tienen la ventaja sobre la renina de que son mds .

baratas por su alta disponibilidad.

Durante los afios 70, la investigacién se concentré en enzimas con propie
dades mejoradas. Un ejemplo interesante es la amilasa de Bacillus licheniformis
que es estable térmicamente y que es la primera que se puede utilizar por arri-
ba de los 100°C. M&s aln, se han introducido algunas proteasas altamente esta-
bles a pH bdsico. Estas enzimas obtenidas de las especies Bacillus tienen ac--
tividades dpticas por arriba de pH 12, lo que mejora su uso en detergentes.

Actualmente se realiza una intensa investigacién en varias 4reas, por --
ejemplo, en la hidrélisis de desperdicios, especialmente de celulosa. Aunque -
la celulosa es fécil de hidrolizar por procesos enzimaticos, un proceso comple-
to no se ha desarrollado, debido a que la lignocelulosa requiere de un pretra--
tamiento quimico o enzimdtico que no ha sido desarrollado para que sea facti---
ble econdémicamente.

2. Obtencidén. Tecnologia enzimatica.

En la obtencidén de una enzima para su uso como catalizador, la tecnolo--—
gia enzimdtica se enfrenta a cinco problemas a resolver antes de que una de --
éstas pueda ser usada. Los pasos para su obtencidén son:

a) El hallazgo de una fuente apropiada, microbiana, vegetal o animal, para
obtener una enzima con objeto de emplearla en un proceso técnico. Potencialmen
te cada organismo vivo es una fuente para obtener enzimas aplicables a la tecno
logia. Sin embarge, como no todas las enzimas 2stdn presentes en todos los or-
ganismos vivos, o no se encuentran en la cantidad suficiente para obtenerlas --
con un alto rendimiento, la fuente debe contener la enzima en concentraciones -
adecuadas y permitir su aislamiento y purificacidn con la minima perdida de ac-
tividad. Actualmente la fuente mis usada es la microbiana, aunque cuando se ne
cesita de una alta especificidad, es necesario recurrir a fuentes especificas ,
p. ej., la renina es una enzima que solo puede ser obtenida de los intestinos -
de los rumiantes.

b} Aislamiento y purificacidén. Una vez conocida la fuente que serd usada:
este paso dependerd del uso que se le dard finalménte a la enzima; algunos de -
los pasos que se siguen para su obtencién se muestran en la Fig. 2.1.

c) Obtencidén en la forma éptima para su empleo técnico. En esta etapa se -
determina como sera usada la enzima para que se obtenga el méximo beneficio de
su empleo. Esto es, se decide si se usa en forma de solucidn, o bien, fijada a
un soporte sélido o encapsulada dentro de una matriz. En los dos ultimos casos
se determina el tipo de soporte o matriz y las condiciones bajo las cuales se -
obtienen buenos resultados.

d) Desarrollo de los dispositivos apropiados para llevar a cabo el procaso
en que sera usada la enzima, p. ej., diseflo de reactores.

e) Comprobacidén de las ventajas del proceso enzimiatico sobre la alternaulva
quimica, cuando existe.
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Fig. 2.1 - Diagrama de flujo del proceso de obtencion de enzimas en-dife--
rentes grados de pureza. : :

3. Nomenclatura

Las enzimas scn usualmente nombradas en términos de la reaccidén que catali
zan. Una de estas practicas es la de agregar el sufijo "ASA", al nombre del sug
trato sobre 2l que actian FPor ejemplo, a la enzima que cataliza la reaccién de
la urea {el sustrato), se le da el nombre de ureasa. Sin embargo, no siempre re
sulta practico el sistema y por otro lado, algunas de ellas han sido ‘designadas
con nombres que no dan ninguna informacidn ae la reaccidén que promueven, - como 2s
el caso de la papaina, bromelina y la tripsina, todas ellas, enzimas que actdan_
hidrolizandeo enlaces peptidicos.

Un método mds sistemdtico es el propuesto por la Comisidén Internacional de
Enzimas, que las clasifica atendiendo a gu especificidad de accidn y de sustrato,
dividiendolas en seis grandes grupos de acuerdn-al tipo de reaccion que catalizan.
Las divisiones son:

1) Oxidoreductasas, son aquéllas que intervienen en procesos de oxidoreduc
cidn. R
2} Transferasas, son aquellas que promueven la transferencia de un grupo {(mo-

ldcula) de un sustrato a otro, siempre y cuando este Ultimo no sea agua.

3) Hidrolasas, son todas aquéllas que actden introduciendo cataliticamente mo
léculas de agua a una unidén especifica del sustrato. .Estas reacciones son fre-
cuentemente reversibles y la clasificacidén de estas enzimas como hidroliticas, se
basa en el hecho de que, en solucidén acuosa, favorecen el equilibrio de formacién
de algin producto,

4) Liasas, son enzimas que promueven la ruptura de enlaces mediante un rearre
gio intramolecular.

5) Isomerasas, =l término denota .aquéllas enzimas que catalizan un arreglo in
tramolecular, una mutacidén o una racemizacidn.
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6) Ligésas, son_ todas.aquéllas que promueven la formacién o sintesis de com-
puestos, )

Seglin este sistema, la.enzima es designada: a) con un'nombre recdmendado,‘
generalmente corto y apropiado al uso habitual; b) por-un nombre”sistemético,v =

que identifica la reaccién que cataliza y c) por un nimero.de clasxficac1on, for-. .-

mado por cuatro cifras, que la ordenan inequivocamente, de acuerdo a la ‘Tabla 21.
Por ejemplo, a la enzima que cataliza la reaccién : L

ATP 4 creating  ssm——em——- ~ ADP + fosfocreatinina

se le nombra: creatin-quinasa (nombre recomendado), y EC.2.7.3.2. {(nimero de ~--
clasificacién), cuyo significado es: a) EC, comisidn de enzimas; b) el primer nu-
mero (2), el tipo de reaccidn, transferasa; el segundo nimero (7), representa la
subclase, fosfotransferasas; el tercer nimero (3), representa la sub-subclase, -
fosfotransferasas con un grupo nitrdégeno como aceptor y la cuarta cifra (2} es un
nimero consecutivo de este tipo de reacciones.

Este ultimo sistema, aunque es completo, resulta muy complejo y ain no tie
ne aceptacidén generalizada.

4, Cofactores

Otra forma de clasificar a las enzimas, se basa en el hecho de que algunas
de ellas deben su funcidén catalitica exclusivamente a su naturaleza proteica, --
mientras que otras, aunque en parte su actividad se deba a su naturaleza, depen--
den ademds de otros compuestos con estructura no proteica y estables térmicamen--
te, llamados cofactores.

Los ccfactores Eueden ser,de naturaleza muy variada, desde zimples icnes -
inorganicos como el Zn“ y el Mg“ , hasta compuestos orgénicos muy complejos. Los
cofactores organicos, muchos de los cuales son derivados de las vitaminzz, son de
nominados coenzimas.

En enzimologia, al complejo enzima-cofactor se le llama Holoenzima y al
componente proteico se le conoce como Apoenzima. Ceneralmente la apoenzima es -
inactiva cataliticamente cuando se encuentra sola. En algunos casos se requieren
de dos o tres cofactores para hacerlas funcionar, de los cuales uno es generalmen
te un ion metalico.

Los cofactores funcionan: a) por complejacién de la superficie de la en-
zima, dandole una conformacién Sptima para su interaccién con el sustrato; b) por
coordinacidn entre el sustrato y la enzima colocando a ambos en una ordenacién -~
especial; o ¢) por participacién en la reaccidén total como agente activo, que -—
acepta grupos quimicos de un sustrato, para transferirlos a otros sustratos duran
te la reaccidn o en otra diferente. Los iones metdlicos participan por cualquie-
ra de estos mecanismos, mientras que las coenzimas funcionan normalmente como --
agentes que transfieren grupos.

Durante la reaccién puede suceder que la coenzima se consuma y requiera -
que se regenere ya sea durante la reaccién, por una reaccidn paralela o bien que
se renueve de alguna fuente por haber perdido sus propiedades por algtin cambio -
estractural sufrido durante la reaccidn y gue no sea reversible. .
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Actualmente, la dependencia de muchas enzimas de sus cofactores ha sido ==
una de las limitantes mds fuertes para que se generalice su uso.

5. Especificidad

Una caracteristica importante de las enzimas es su especificidad por un -~
sustrato, sobre el que actiian con una reaccién de un solo tipo, lo que da un solo
producto sin la formacidn de subproductos indeseables, resultantes de reacciones-
laterales, Esto se debe en general a su estructura compleja, a las caracteristi-
cas especiales del centro activo y a la conformacidén espacial del sustrato.

El comin de la enzima exhibe una especificidad por un grupo de compuestos,
teniendo algunas de ellas afinidad por un solo sustrato llamada especificidad de-
grupo absoluta.

Cuando la reaccidén que cataliza una enzima se extiende a un conjunto de --
compuestos similares relacionados funcionalmente, se dice que posee especificidad
de grupo relativa. Las enzimas con espicificidad absoluta o aquéllas que no tie-
nen ninguna especificidad o que actan sobre sustratos no relacionados, son rela-
tivamente raras.

La especificidad puede -ser expresada por algunas enzimas, adicionalmente -
a lc anterior, sobre. compuestos dpticamente activos (especificidad L-D), e. g.,,l
L-aminoacido oxldasa, solo actua sobre amlnoacidoq L .

Ta, R

L-aminoac1do e - 8 o¢~cetodcidos + NH

(L-amlnoacido ox1dasa)

y otros grupos, de en21mas, solo actian sobre compu stos con isomeria geometr1ca -
cis-trans. :

Otro tipo de especificidad es la que se presenta por la relacidén de asime-
tria de enzima sustrato, que da como resultado que cuando se presenta una reac--—-
cién de una enzima con un sustrato con estructura simétrica (Fig. 2.2), solo se -
lleva a cabo la reaccidn sobre alguno de los grupos simétricos de la molécula, —-
e.g., en la conversién de glicerol a L-glicerol fosfato, solo es atacado uno de
los grupos -CH_-OH, debido a que la molécula de sustrato solo puede acoplarse en-
una forma especifica a la enzima.
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Fug. 2.2 Reaccién de un sustrato simétrico con una enzima. Este tipo de
accidn enzimitica solo"se lleva a cabo por la relacién de asimetria enzima-sus—-
trato, Por lo que solo uno de los grupos CH20H es atacado, debido a que el aco--
plamiento debe ocurrir apropiadamente, para que 2l enlace suceptible de ataque -
quede expuesto a la accidn del sitio activo de la enzima.

6. Sitio Activo

El que una proteina tenga actividad catalitica, es decir enzimatica, de-
pende de su secuencia de aminodcidos que determina la conformacién de la cadena.
Solamente unos cuantos aminodcidos de la enzima, que se-situan en el llamado si-
tio activo, son responsables de la catdlisis. E1 centro activo se compone del -
centro catalitico y del centro de enlace {separados espacialmente); el primero -
es responsable de la naturaleza quimica de la reaccién (especificidad por el sus
trato). Mientras que el primero puede ger relativamente inespecifico, la especi
ficidad del centro de enlace es extremadamente alta, de tal forma que solo unas
pocas sustancias de naturaleza quimica muy parecida pueden ser empleadas como -
sustratos. El centro activo se encuentra en un '"surco" o '"cavidad" de la enzima
estableciéndose uniones por valencias secundarias entre los grupos reactivos y -
el sustrato, gue conducen a la ruptura de uniones en el sustrato.

Una de las primeras teorias que dio cuenta de la forma en que se acoplan_
la enzima y el sustrato fue la hipStesis de la "llave y cerradura", de E. Fisher
(1894). Lo esencial de esta teorfa era el reconocimiento de que el sustrato im-
plicaba una compatibilidad estructural dnica entre el sitio activo de la enzima_
7 el sustrato. Obviamente, esta idea es bastante aplicable a las enzimas que --
exhiben especificidad absoluta. Sin embargo, la limitacién de la hipétesis fue
que implicaba que la enzima era rigida. Por lo tanto, no explicaba especifici--
dad relativa (Fig. 2.3).
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Fig. 2. 3 Teor!a,de la'“llave y cerradura!, propuesta por E, Fisher EN ww
1894, para explicar la especifxcidad de la accion de la enzima sobre’ el sustrato.

La insufiencia de la teoria de Fisher, fue resuelta por D. Koshland con la
teoria de “ajuste inducido". Esta teoria se basa en la premisa de que la estruc-
tura conformacional de la proteina es flexible, y sugiere que la interaccidn ini-
cial de unidn del sustrato promueve pequefias alteraciones en la conformacidén de -
la enzima, produciends la orientacidn éptima de los residuos aminoadcidos del si--
tio activo para la maxima unidn con el sustrato. En las enzimas que son depen--~-
dientes de cofactores, este cambio puede inducirse por la unién inicial del cofac
tor, preduciendo asi la unidn mas probable del sustrato. Esta hipdtesis explica-
en forma mias adecuada el alto grado de especificidad relativa presentada por va--
rias enzimas, puesto que sustratos similares pero diferentes podrian iniciar el ~
desarrollo del sitio activo. (Fig. 2.4). La descripcidn de lo que ocurre en el-
sitio active antes, durante y después de la reaccidn ha sido dificil de explicar,
debido principalmente a que no existe un mecanismo universal de accidn enzimati~-~
ca, por lo que cada caso debe ser estudiado en forma particular para poder cono--
cer los pasos de la reaccidn, y a que muchos mecanismos involucran la formacidn -
de infinidad de enlaces y la reaccidn transcurre a través de muchas etapas ~ - -
(Fig. 2.5).

SUSTRATO R CENTRO ACTIVOI
: (forma relajada

, COMPLEJO (ES)
“*{1a enzima se acoplé a
‘la forma del sustrato)

Fig, 2.4  Teoria del acdplémxetbjinduczdo;‘pbesentAda por D, Koshland para
solucionar algunas deficiencias de la teoria de E. Fisher.
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7. Principios Termodindmicos

Desde el punto de vista termodindmico, las transformaciones quimicas, su
extensién y posibilidad de ocurrencia estan gobernadas por el flujo de energia -
que pueda ocurrir. Estos conceptos son tratados por la primera y segunda ley de
la Termodinamica, que permite conocer la direccién de las reacciones quimicas. -
Los principios de la termodindmica son establecidos en funcién de parametros que
describen las transformaciones quimicas y fisicas de los zistemas, tal como la ~
entalpia, entropia y energia libre, el tltimo de los cuales, ha probado ser el -
mds util para entender los procesos bioquimicos, de los cuales las reaccinnzs
enzimaticas forman parte.

El primer principio de la termodindmica, que se refiere a la conservacién
de la energia, establece que aunque se trate con un sistema finito de moléculas
dentro de un recipiente, es generalmente imposible obtener la magnitud U, o eneE
gia total del sistema. Pero si, al sistema se agrega energia-en forma de - calor
Q, entonces: .

(2.1)

donde U es el cambiototal de enrgia ¥ Wes el trabajo totalﬁ si” es que ‘hay v -
se ha desarrollado.

En muchos casos la adicidn de energia como calor Q al sistema, puede re-
sultar en un cambio en volumen, cuando se mantiene.la presidn-constante. Este -
cambio, PV, es en efecto una forma de trabajo, formidndose entonces parte del tér
mino W en la ecuacién (2.1). Sin embargo, este raramente es una forma til de -
trabajo; por lo que se ha visto la conveniencia de cambiar este componente por -
W en el cambio de U, con lo cual se define un nuevo termino, H, entalpia o con-
tenido de calor. E1 cambio de entalpia en cualquier proceso, a presién constan-

te, es:

Ho= U .+« BV (2.2)

(2.3)

donde W' es entonces el trabajo Gtil que acompana 1a introduccién de una c1erta
cantidad de calor @, al: sxstema.

La primera ley de la termodin&mica segin . se establecid, constituye una --
descripcién adecuada de un sistema ideal reversible, o sea, uno en el cual la --
energia utilizada para alterar el sistema, es liberada en 1gual cantidad y esta
disponible para realizar algun otro tipo de trabajo cuando el sistema regresa a
su estado original. Sin embargo, tales casos de reversibilidad perfecta no ocu-
rren. Parte del incremento en entalpia, resultante de la adicién de energia al
sistema, no estd disponible cuando el sistema regresa a su estado original. Asi
se tienen experiencias comunes de que algunos procesos quimicos y fisicos ocu-
rren espontaneamente solo en una direccién: p. ej., el agua corre cuesta abajo ,
o los iones hidrdxilo y protones reaccionan, ambos con desprendimiento de ener--
gia. Sin embargo, el agua caliente no sube cuesta arriba o da por resultado la
disociacidn en iones. Todos estos procesos pueden describirse en funcidn del con
cepto de equilibrio. Los cambios espontaneos tienden al equilibrio, y no ha ale-
iarse de él, lo cual representa una manera de establecer el segundo principio de
la termodindmica. La manera simple de describir la segunda ley, es en términos de
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otra cantidad termodindmica, la entropia (S), como aquella fraccién de la ental-
pia que no puede ser utilizada para realizar trabajo util, ya que, en muchos ca-
sos ha sido utilizada en incrementar el movimiento al azar de las moléculas en el
sistema. El producto TS, representa la energia gastada en este concepto, en don-
de T es la temperatura. En términos de S, la segunda ley establece que, dada la
oportunidad, cualquier sistema va a cambiar espontdneamente en la direccidn que -
resulte en el incremento de la entropia. El equilibrio se alcanza cuando la en-
tropia llega a un méximo; y no habra cambios posteriores esponténeos a menos que_
se agregue energia desde el exterior.

Consideremos el caso de agregar calor al sistema. Ya que el calor repre--
senta la energia cinética del movimiento molecular al azar, la adicién de calor -
incrementa la entropia. Si el sistema estd en equilibrio, se tiene que

Q = TAS ) . (2.4)

Si el sistema no estd en equilibrio, de cualquier manera, ocurrird un cam-

bio espontdneo en el sistema que incrementarid la entropia.aln sin.darle .calor. -
Asi en general, para sistemas que no estan en equilibrio

Tas > o I (2.5)

Si se combinan las ecuaciones (2.3)y (2 4), para un s1stema en equillbrxq
obtenemos ) : . ; :
‘AH - TAS - W R (2.6)

Sin embargo, rara vez se estd interesado en el equilibrio, centrandose el
interés en que las reacclones se lleven a cabo, segun se, pueda. en:la direccién -
que lo permita el equilibrio y a una sola temperatura. :Para tales ‘casos, ‘la ecua
cién (2.5) modifica lo establecido en la ecuacién-(2.8), por -lo.que se:tiene que

CAH-CTAS = W

(2.7)

Esto permite la introduccién de uny parametro‘d gr
energia libre Gi Que se define como. :

P A\ G _, TS‘ i

’mporténcia 1lamado -

{2.8)

En general. el cambio de energia libre.‘ Gy es ‘la energia que estd dispo-
nible para ser utilizada y llevar a cabo-un:trabajo; si-asi se quiere entender, -
es la forma en que un sistema llega al equllibrio. ‘cuando la temperatura es cons-
tante, que seria el caso de un sistema enzimatico que generalmente trabaja a tem-
peratura constante.

Para un sistema que no estd en equilibrio

DG = -w (2.9)

Asi, los sistemas que no estén en equilibrio procederdn espontineamente a
ese estado en la direccidén de un cambio de G negativo. Cuando el equilibrio se -
alcanza, no habra mis cambios espontineos y la energia libre sera igual a cero, -
por lo que para llevarlo a otro estado sera necesario agregar energia al sistena.
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8, Equilibrio Quimico

En un sistema cerrado, las enzimas no son capaces de desplazar el equili
brio, y sélo actian modificando la velocidad con que este se alcanza. Segin se
sabe los catalizadores y en especial las enzimas desminuyen la energia de acti-
vacién necesaria para que se lleven a-cabo las reacciones. Por ejemplo, para -
la reaccién:

A + B gzz=szs=z=cx + D

ir.8i.el.cambio en -

de donde se puede saber ‘81 la reac ion tal como se escrzbio procede espontéanea-
mente. R ;

Para-que-la reaccidén A ---——> P  pueda llevarse a cabo, es necesario --
que cierta fraccidn de la poblacidén de moléculas de A, en cualquier instante, -
posea suficiente energia como para alcanzar un estadoe activo, llamado Estado de
Transmisién; y la velocidad a la.cual ocurrird se haya directamente relacionado
con la cantidad de energia que se debe suministrar antes de que A pueda conver-
tirse en P.  Segin lo anterior, esta energia debe ser la suficiente para llevar
y transponer la barrera de energia que existe entre reaccionantes y productos,-
la cual es denominada Energia Libre de Activacidn «..Gi (Fig. 2.6)

Estado de transicién
TN
A N
Energla libre de ... o
1a reaceiln no : :
catalizada R
: Aﬁl .
w -
n i -
=1 IR : el e,
- = £
S1A A Q l .’. _____ TR SR e -_..‘_ B
e L i : Cambio global de energla;
@ Enargia libre de activacibn de la ~ . 4 ibre de 13 reaccidn (AG)
W | peaccibn catalizada para formar P P
; [ S, P
curso de la reaccién

Fig. 2.6 Diagrama de energia libre para una reaccién no catalizada y catalizada.



- 30 -

De acuerdo con lo anterior, si se agrega energia a la reaccién (p. ej., -
aumentando la temperatura), se provoca un incremento en el movimiento térmico -
de las moléculas, con lo cual aumenta el nimero de ellas que son capaces de al-
canzar el estado de transicidn, aumentando con esto la velocidad de reaccién.

Por otro lado, si la reaccidn es llevada por otro camino, por el cual la
energia de activacién es disminuida para el paso de reactantes a productos , se
puede lograr un aumento en la velocidad de reaccidén. Los catalizadores, y en -
especial las enzimas, son compuestos que tienen la capacidad de aumentar .la ve-
locidad de una reaccidén conduciendola por un camino diferente al no catalizado ,
que da por resultado una disminucidén en la energia de activacidén sin intervenir
en el equilibrio quimico de ésta.

9. Cinética Quimica

A continuacion se presentan los principios fundamentales de la " cinética
quimica como una introduccién al estudio de la cinética enzimdtica.

9.1 Definicién de Velocidad de Reaccidn. -

La siguiente definicidn para la velocidad de reaccion.} se basa en resul-
tados experimentales sobre un amplio rango de condiciones de operaclén. La ve-
locidad neta de desaparicidn del componente A de una mezcla reaccionante dada ,
se define como:

r o= Moles de A que desaparecen ) (2.10)

{unidad de tiempo){unidad de volumen)

Supongamos que la mezcla de reaccidn consiste de los componentes A, B, C
¥y D, a una presién y temperatura dados. Entonces la velocidad de reaccién se -
puede esperar que dependa de esos elementos, o

r, = (T, P, CA' CB' o CD) (2.11)

La forma de esta funcidn deberad ser determinada experimentalmente,.a.la -
cual se le llama simplemente expresién de velocidad. La forma de la funcién de-
penderad de como las moléculas participan en la reaccién y es independiente del -
tipo de reactor usado. Si suponemos que, para el ejemplo mencionado, la  este-
quiometria de la reaccidén estd dada por:

[

ahA + bE s====s==z==z=2=z== cC + dD

La velocidad de reaccidén, se puede definir en funcién de la velocidad de
desaparicién de A o B, como r, o r_ respectivamente, o bien en términos de apari
cidn de los compuestos C y D, como r, o r,. La estequiometria de la reaccidén di
ce que b moles de B reaccionan cada Vez qie a moles de A reaccionan. Entonces
B desaparece a un ritmo de b/a, mas rapidamente que a, o

(2.12)

y también, por cada a moles de A que reaccionan, se forman ¢ moles de C y d mo-
les de D, entonces L
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A ¥ i T Ta

En general, no es pocsible el predecir el mecanismo de una reaccidn a par
tir de la estequiometria, por lo cual estd y la forma de la expresidn de vele
cidad (ec. 2.10), deherdn ser determinadas experimentalmente. Por ejemplo, -
si se encuentra por este medio, que la expresidn para la velocidad de reac=-
cidén estd dado por:

= keCyl €2 g3 (2.13)

A 8- “c

entonces el orden N de la reaccidén se define como:

N=on -+ n, + ng , {2.14)

Algunaé veces, el nrden es expresado en funcidn de alguno de los partici
pantes y para la reaccidn propuesta, ésta es de orden n, -con respecto al com

panente A.

La constante kc es llamada constante de velocidad o velocidad de reaccisn
especifica y significa la velocidad de reaccidn cuando la concentracidén de -
los participantes es igual a la unidaa.

La molecularidad de una reaccidén gquimica se define como el nimero minime
de moléculas que deben combinarse o inzeractuar, cuande la reaccidn ocurre en
una direccidn dada, En <ste punto la molecularidad y la ley de accidén de ma-
sas estdn intimamencte ligadas. Por definicidn esta ley establece que la ve-
lecidad de reaccidn es proporcional a la concentracidn de cada une de los --
reactantes, en donde cada reactante esté clavado a la potencia expresada por_
el coeficiente estequiométrico de la sustancia en la expresién quimica que -
describe el proceso. Entonces, para las reacciones uni, bi y trimeleculares,
las ecuaciones de velocidad pueden ser, de acuerdo al concepto anterior:

Unimoleculares: A ~wmee= ~==s productos
Ty= ke C, 4 12.18)
Bimoleculares: 2A mmammesewsproductos
rls ke € (2,16}
'-+-7§roducccs . ’
o (2.17)
Trimoleculares: ~3A = f-fsﬁbroductés'[ff
' L= ke Co oo (2.18)
{2.13)

C(2.20)
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Aunque se usa el mismo simbolo ke en. cada.una de las ecuaciones anterio-
res, este es diferente para cada caso.  En estos casos kc estd definido con res-
pecto al componente A. Si . se deseara expresar con respecto a otro de ellos, - -
p. eje., para B-en la redccién.2A . + "B cmecmmmann » productos,

por lo que:l

la reacczon.}j
';rkc

kK'c

la reaccidn-a la derecha es unimolecular y la reaccidn inversa es bimolecular,

Por otro lado, si la reaccidn se lleva a cabo como se escribe, el orden-
de reaccién es igual a la molecularidad. Sin embargo, el caso contrario no nece
sariamente es cierto; esto es, una reaccidn puede ser de primer orden pero no ne
cesariamente unimolecular. La reaccidn puede de hecho tener un mecanismo comple
jo, y tener una velocidad de reaccién representada por una expresidn empirica —--
que dependa de la primera potencia de la concentracidén de alguno de los reactan-
tes.

9.2 Reacciones reversibles y equilibrio termodindmico.

La velocidad de reaccidén como se definié en la ecuacidén (2.10), es igual
a la velocidad neta de desaparicidn de A por medio de todas las reacciones que -
ocurren. Cuando ocurre una reaccién reversible tal como:, :

ke -

k'e

la velocidad neta de reaccidn es 1gua1 a'la reaccion en el ‘sentido de formacién-
de productos menos la reaccidn. contrarLa.v Esto es, desaparece por la reaccion

con una velocidad'
(2.22)
y aparece bof;ia‘reacqién

o

a una velocidad: e

Ai = Kt eCpls (2.23)
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Entonces, vy la velocidad neta de reaccién de A estéd dada por

CRvCR Sk k! oCaCy (2.24)

(2.25)

rgbbéégntada por:

suponemos qUéI
- ) K
Tn _,kCACéJf

Para la reaccién’ ‘Kc'se define -
como i o

Comparando las expresiones K/K y Kc, muestran una diferencia en la po--
tencia de C,. Asi, la expresidn de velocidad para R, se dice que-es termodinéd-
micamente inconsistente, por lo cual se debe tener cuidado de tratar de determi-
nar alguna de las constantes de velocidad a partir de la constante de equilibrio
de la reaccidn. Este hecho resulta de que la reaccién no ocurre tal como se es
cribe, y en lugar de ser una sola reaccidn, el mecanismo puede estar formado --

por varias reacciones.

9.3 Efecto de la temperatura en las reacciones quimicas.
La constante de velocidad ke, normalmente se puede expresar como:una fun

cién de la temperatura, mediante la ecuacién de Arrhenius, que es:

ke = A exp (-:EA-)
RT (2.27)
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donde: A = factor de frecuencia o constante de Arrhenius
EA = energia de activacion
R = constante universal de lo gases
T . = -Temperatura

Como se puede observar de la ecuacidén anterior, se tendra ‘una; variacion
de la constante con la.temperatura. Esta ecuacidén es seguida por: ‘muchas en21mas
en rangos moderados de’ temperatura, fuera de los cuales, se cienen severas des--
viaciones debido a efectos de desnaturallzacxdn.

10. Cinética Enzimétiéa
Complejo Enzima-sustrato.

En 1902, A.J. Brown, en un experimento para medir 1la hidrdlisis de la-
sacarosa catalizada por la enzima invertasa, encontrd que la velocidad se incre-
mentaba a concentraciones bajas y moderadas de sustrato, pero que esta velocidad
llegaba a un limite cuando la concentracidn de sustrato era elevada considerable
mente, con respecto a la de la enzima. Cuando se grafican la velocidad inicial-
de reaccidn contra los valores usados de concentracidn de sustrato a una concen-
tracién constante de enzima, se obtiene una curva como la que se muestra en la -
figura 2.7.

. cinetica de orden cero

Ueloé;dad de reac;ién (v)

()
M;istemakenzima (E) sustrato (S).

A partir de ‘este experim nto Brown, propuso que la enzima y el sustrato
debieran de. formar.un complejo antes: de que la catdlisis pudiera ocurrir. Lo ~

anterior puede exprésarse en un mecanismo de ‘reaccidn del siguiente tipo:

e . .
P e -~ & + P (2.22)
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en donde ES, es el complejo enzima-sustrato y P el producto de la reaccién. En-
la grafica de la figura 2.7, Vmax, se conoce como velocidad de saturacién y ex-
presa la maxima velocidad de reaccién para el sistema enzima-sustrato, cuando la
concentracidén de la enzima se mantiene constante y la del sustrato se eleva con-
siderablemente. Esto es un hecho que se ha relacionado con la formacidn del com
plejo. Este tipo de evidencias y algunas otras que se obtienen de experimentos-
en donde se detecta la presencia directa de los complejos, han corroborado esta-
teoria.

La forma de la curva de la figura 2.7, es la de una hipérbola rectangu-
lar y en ella se pueden distinguir claramente tres segmentos en el desarrollo de
la reaccién, con el aumento de la concentracidn de sustrato a una concentracidn-
constante de enzima. Primero, a concentraciones bajas de sustrato, la velocidad
es proporcional a la concentracidon de éste, siendo la reaccién de primer orden -
con respecto al mismo. A continuacién, el aumento de sustrato provoca una dismi
nucién de la velocidad inicial y el orden se convierte a mixto. A una concen--
tracidn alta de sustrato, la velocidad se acerca asintdticamente a un valor cons
tante (Vmax) y la reaccidén es de corden cero con respecto al sustrato, en éste --
punto se dice que la enzima se haya saturada con el sustrato.

10.1 Velocidad de reaccidn para el sistema enzima-sustrato

El descubrimiento de la formacidn del complejo enzima-sustrato fue una -
de las contribuciones mds importantes para el estudio de la cinética enzimatica,
por lo que ha conducido en parte a plantear los modelos de reaccidn enzimidticas-
con los que actualmente se trabaja.

Historicamente (Henri en 1901, Michaelis-Menten en 1913, Van Slyke Cu---
llen en 1914) se desarrollaron diversas ecuaciones de reaccidn para describir el
mecanismo propuesto en la ecuacidn (2.28), que dieron por resultado la forma de-
ecuacidn que es cominmente conocida como de Michaelis-Menten.

De la ecuacién (2.28), se puede observar que el mecanismo consta de tres
pasos elementales de reaccidén. Primero, la enzima E y el sustrato 5 se combinan
en un paso bimolecular con una constante de velocidad k1, para formar el comple-
jo enzima-sustrato ES. El segundo paso consiste de una disociacidén que puede -
tener lugar antes de que la catdlisis haya ocurrido, regenerando la enzima y el-
sustrato, y por ultimo, después de que ocurrié la catdlisis, se forma el produc-
to P y se regenera la enzima. Estos dos Ultimos pasos se llevan a cabo con una-
constante de velocidad de k-1 y k2 respectivamente y que son monomoleculares en
su naturaleza.

Desde un punto de vista practico, las concentraciones de las especies E-
y ES no son facilmente determinables, por lo cual, como primera premisa para el-
planteamiento de la ecuacidén de velocidad del mecanismo propuesto, estd debe ex-
presarse en funcidén de especies medibles en el transcurso del proceso, esto --
es, concentraciones de sustrato o producto.

V o2« e 2 e = k2 (ES) {2.29)

Para eliminar el término (ES), se plantea un balance de materia para la-
enzima, la cual se distribuye como enzima libre E v enzima en forma de comple jo-
ES, que sumadas dan la concentracién de enzima total (Eo), o
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en donde ES, es el complejo enzima-sustrato y P el producto de la reaccién. En-
la grafica de la figura 2.7, Vmax, se conoce como velocidad de saturacién y ex-
presa la maxima velocidad de reaccién para el sistema enzima-sustrato, cuando la
concentracidn de la enzima se mantiene constante y la del sustrato se eleva con-
siderablemente. Esto es un hecno que se ha relacionado con la formacidn del com
plejo. Este tipo de evidencias y algunas otras que se obtienen de experimentos-
en donde se detecta la presencia directa de los complejos, han corroborade esta-

teoria.

La forma de la curva de la figura 2.7, es la de una hipérbola rectangu-
lar y en ella se pueden distinguir claramente tres segmentos en el desarrollc de
la reaccién, con el aumento de la concentracién de sustrato a una concentracién-
constante de enzima. Primero, a concentraciones bajas de sustrato, la velocidad
es proporcional a la concentracidn de éste, siendo la reaccidn de primer orden -
con respecto al mismo. A continuacién, el aumento de sustrato provoca una dism£
nucién de la velocidad inicial y el orden se convierte a mixtc. A una concen--
tracién alta de sustrato, ia velocidad se acerca asintéticamente a un valor cons
tante (Vmax} y la reaccidén es de orden cero con respecto al sustrato, en éste --
punto se dice que la enzima se haya saturada con el sustrato.

10.1 Velocidad de reaccidn para el sistema enzima-sustrato

El descubrimiento de la formacidn del complejo enzima-sustrato fue ura -
de las contribuciones mas importantes para el estudio de la cinética enzimatica,
por lo que ha conducido en parte a plantear los modelos de reaccidn enzimaticas-
con los que actualmente se trabaja.

Historicamente (Henri en 1901, Michaelis-Menten en 1913, Van Slyke Cu---
llen en 1914) se desarrollaron diversas ecuaciones de reaccidn para describir el
mecanismo propuesto en la ecuacidn (2.28), que dieron por resultado la forma de-
ecuacién que es cominmente conocida como de Michaelis-Menten.

De la ecuacién (2.28), se puede observar que el mecanismo consta de tres
pasos elementales de reaccidn. Primero, la enzima E y el sustrato S se combinan
en un paso bimolecular con una constante de velocidad k1, para formar el comple-
Jo enzima-sustrato E£5. El segundo paso consiste de una disociacidén Jue puede -~
tener lugar antes de que la catdlisis haya ocurrido, regenerandc la enzima y el-
sustrato, y por tltimo, después de que ocurrid la catdlisis, se Torma el produc-
to P y se regenera la enzima. Estos dos Ultimos pasos se llevan a cabo con una-
constante de velocidad de k-1 y k2 respectivamente y que son monomoleculares en
su naturaleza.

Desde un punto de vista prdctico, las concentraciones de las especies Z-
y ES no son facilmente determinables, por lo cual, como primera premisa para &l
A

planteamiento de la ecuacidén de velocidad del mecanismo propuesto, estd debe sx-

presarse en funcidén de especies medibles en el transcurso del proceso, estc --
es, concentraciones de sustrato o producto.
ds dp

Vv = - ———— = ———— = k2 (ES) (2.221)
dt dt

Para eliminar el término (ES), se plantea un balance de materia para lz-
enzima, la cual se distribuye como enzima libre E y enzima en forma de compie c-
£S, que sumadas dan la concentracién de enzima total (Eo), o:
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(Eo) = () R (ES) (2.30)

y si sabemos que la velocidad de cambio de (ES) con el. tiempo debe ser igual -
a la diferencia entre los pasos en que se forma ¥ aquellos -en que desaparece, en
tonces ;

wmmmmman . _ (2.31)

(2.32)

'si se dgspéj"

KIS +lkelow k2 (2,33)

En el inicio de la reaccidn, el sustrato y la enzima son mezclados repen
tinamente y la formacidn de ES se inicia con una velocidad igual a k1S{Eo}, ya -
que la concentracidén de ES es préacticamente cero. Con el paso del tiempo, ES -
llega a un nivel de estado estacionario apropiado a las concentraciones inicia-~
les de S y E, para que con el paso del tiempo, ES8 disminuya por la disminucién -
de 5 a causa de la reaccidn. Si al inicio de la reaccién §>> (Eo), esta disminu
cién debida al cambio de concentracién de S es relativamente lenta durante el =s
tado estacionario, por lo que el valor de d(ES)}/dt es mucho menor que K1S5{Eo),-
a lo cual se le da el nombre de velocidad répida de formacidn de ES en el inicio
de la fase transitoria, por lo cual la ecuacién (2.33) se puede simplificar a la
forma

k1S (Eo)

ES = (2.34)
K1S +kK~1 + K2

Si se sustituye este valor de estado estable de 'ES en la ecuacidn (2.29),
nos resulta la ley de estado estacionario para el mecanismo de la ecuacion. - -
{2.28), que fue propuesta por Briggs y Haldane en 1925:

k1S (Eo) ‘ : kzs(ao)

K1S + k-1 + k2 k-1+k2
S ¢ mmam—imdm——
k1
Cuando S (Eo), la enzima se satura con sustrato y:bréétiééhente toda la
enzima se encuentra en forma de ES, entonces se dice que la.enzima trabaja a su-

mdxima capacidad, por lo que la velocidad de reaccion es maxima. -y:.la ecuacién =
(2.35) se convierte en . :

(2.35)




~ v k2(ES) 12.36]

Vmax k2(Eo) (2.37}

1]

Por otro lado, si todas las constezntes de velocidad del denominador se -
agrupan en una sola constante llamada constante de Michael is-Menten, iz - -
ecuacién (2.35) puede expresarse como

¢ = -oYmax_ S {2,389
Un caso especial de esta ecuacidn, lo contituye el hecho de que k2 sea -

mucho menor que k~1. Esto causaria que la formacidn del complejo a partir de iz
enzima y el sustrato alcanzard el equilibrio termodindmico, teniendose que

K1S(E) = k-1(ES)

y eliminando k2 de la ecuacién .(2.34), se obtiene -

(ES) = —e—mmmoem—ee ‘

{2,460}

Esta ecuacién‘liaméda'de ‘quasi-equilibrio, difiere de aquélla de veloci-
dad de esta’ estacionario,:en que k2 se ‘ha omitldo._ Esta ecuacién. fue propuesta-
inicialmente por Michaelis & Menten en 1911, “Haciendo las SUS;ICUCIOHES de Vmax
y K se obtiene R .

v e JHaxS Sl e . .
L sk N - 5

con: Vmax = k2(Eoly ky =. k-1 ;/kl.,'
A partir de esta ecuacion y de la definzcxon de K, se llega algunas ve--

ces a la conclusién erronea de que KM es. 1gual ala constan»e de disociacidn de-
la reaccidn enzimatica. :
ES = : ====x E + S
ki

que segin 8e definié en la ecuacién (2.35), nunca sera cierts por el término k2.

Otro caso especial lo constituye el de Van Slyke y Cullen (1914) --
que proponia el caso de que k2>D k-1, difiriendo su expresién de la ley de esta-
do estacionario que el término k-1, que es eliminado de la constante de Michae-—
lis-Menten.
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10.2 Efecto de la Temperatura sobre la velocidad de reaccidn

Como todas las reacciones quimicas, las enzimdticas se ven afectadas por
la temperatura. Al aumento de la velocidad de reaccidn por causa de la tempera-
tura, se sobrepone el efecto de desnaturalizacién térmica (Cap. I). Las enzimas
presentan un punto éptimo de funcionamiento con respecto a la temperatura (fig.-
2.8 ). En su primera etapa, esta curva puede ser descrita por la ley de -~ - -
Arrhenius y en la segunda, generalmente es posible ajustar modelos de desactiva-
cién de primer orden.

¢

.:\elocidad de reaccion

aturalizacién térmica
de'la enzima

_lEfecto global

Fig. 2.8 ‘Efect déiLérﬁeﬁp@raﬁura‘sobré"lé'vglbpidéd'enkuna reaccidn enzimitica.
10.3 Efecto del pH

Ya que las gnzimas son anfolitos, se puede esperar un pronunciado efecto
del pH en la actividad enzimdtica. Lo que es de notar, es el reducido rango de-
pH en el cual las enzimas son activas. E! comportamiento seguido por ellas es -
gimilar al descrito para la temperatura; este efecto puede ser debido a tres fe-
némenos independientes:

a). Desnaturalizacién irreversible a pH extremos, debido a la perdida de su-
estructura especial por ruptura de enlaces no covalentes.

b). Ionizacién del sustrato sibposee grdp§s pdlargs; f.‘

c). Estado de ionizacidn de la enzim

Hay que hacer notar que e1~pH’al;Cuaiaia,enzima alcanza su-méxima activi
dad, no necesariamente coincide con aquél.al cual se observa su maxima estabili
dad. et s



10.4 Efecto pH-Temperatura

Uno de los principales problemas en la creacidn de modelos de sistemas -
enzimidticos, es la interaccidn entre las variables ambien:ales, tal como el ¢H -
y la temperatura. Por ejemplo, si la temperatura cambia, provoca que el pH cgp

mo de la reaccidn también varie. (Fig. 2.9)

-3
P

(-]
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] .60°C
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fig. 2.9 Curva de actividad-pH para ia alfa#émilasa“énfiuncién de la -~
semperatura (tomade de ...'"The Kinetics of .Biosystem", A. Rewview,  A.E. Hum-
phrey, Chemical Reaction Engineering, 1978). s

10.5 Otros factores que modifican la velocidad de reaccién.

: ; S .
Para muchas e¢nzimas globulares (peso molecular de 107 & mayor! que us.z
mente constan de varias subunidades (estructura cuaternaria}, su actividad se

ve afectada por la disociacidn de éstas. Por otro lado, esta actividad enzimé
za puede desaparecer si las unidades forman agregados (asociaciones), aunque <s-—

=0 es menos comun,

Estos fendmenos que scn comunes en las proteinas, pueden ocurrir por - -
efecto de la dilucidn ¢ concentracién de las soluciones, cambics de temperatursz,
pH y fuerza ionica. También pueden ocurrir por efecto de alguncs agentes quin
cos como la urea, hidrocarburos y detergentes, entre otros. En general el fe
meno de desociacién es reversible cuando la causa es la diluc:dn & agentes gu

T0S .

Para muchas enzimas, la asociacidén de dos o mds subunidades idérticas :-
diferentes es necesarla para 3u actividad y la asociacidn/disociacidén de estos -
songlomerados es otro Yactor a considerar en el estudio y plan=teamiento de mozZe-
i2s de reacciones catalizadas por enzimas.

0.6 Inhibicidén de las reacciones enzimdticas
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Otro aspecto importante que se debe tomar en cuenta, es la existencia de
una serie de "desviaciones'" que algunas enzimas presentan con respecto al com--
portamiento de Michaelis-Menten, siendo el mis comin la inhibicién de la reac--
cidén por exceso de sustrato. Existen varias explicaciones a este fendmeno, --
siendo la mas aceptada el hecho de que la enzima se une al sustrato por varios-—
enlaces, por lo que a altas concantraciones, dos moléculas de sustrato pueden -
. ocupar un sitio activo, volviendolo inactivo. El comportamiento cinético se --
muestra en la figura 2.10.

Fig.~
sustrato.

la enzima, donde una de ellas presenta menor actividad (Fig.  2.11).

(8}
Fig. 2.11 Comportamiento cinético de una reaccién enzimdtica en la que-
se presenta "Activacién por el Sustrato".

Por otro lado, aunque no podria considerarse especificamente como una —--
desviacién a la cinética de Michaelis-Menten, la reversibilidad de las reaccio-~
nes ocasiona comportamientos no descritos por la ecuacidn (2.41), Supongamos -
que el mecanismo de una reaccidn enzimitica es:

K1 K2
E + aprr==== ES &= = E + P (2.42)
K-1 K-2

La ecuacién de velocidad estaria dada por



v SVmax*S
SA+ KA(1,+ P/KB) , 7 (2.43)
donde: ) '
K = K =
S =
P =

de donde se puede observar un cambio en el:nimero de términbs con respecto a la
ecuacién de Michaelis-Menten  (ec. 2.41}. .

Por otro lado un gran nimero de sustancias son capaces, al combinarse --
con las enzimas, de impedir el desarrollo normal de las reacciones. Del estu--
dio de dichas sustancias, conocidas como inhibidores, se ha desprendido la cla-
sificacidn siguiente, que estd dada de acuerdo a la forma en que actuan.

a). Inhibicidn competitiva., Sucede cuando se agregan sustancias que son se-
mejantes al sustrato, estructuralmente y que se unen al centro activo de la en-
zima. El inhibidor y el sustrato concurren sobre el mismo centro formando un -
complejo del tipo ¢nzima-sustrato (ES) o enzima-inhibidor (EI}. No se for
man complejos del tipo ESI. Este tipo de inhibicién se suprime por completo —-
elevando la concentracidn de sustrato; en ciertas reacciones los productos de -
las mismas provocan este tipo de inhibicidén también. El mecanismo de reaccién-
propuestc para este caso es:

S\
E = > ES E +« P
L .
L)
N
I B (2.44)
v
E
; Smm— Q‘Tﬁf (L4 imem ) e g (2.45)
v Vmax "~ Vmax g Kio.oo 8!
donde Ki, es la constante de equilibrio de la reaccién E +  I.
B). Inhibicién no competitiva. Este caso ocurre cuando las sustancias inhi-

bidoras se combinan con la enzima tanto como con el complejo enzima-sustrato. -
En estos casos se forman los tres tipos de complejos posibles (ES, El y ESI},-
de los cuales solamente el complejo ES genera el producto, Este tipo de inhit:
2ién no se vence por completo aumentandc la concentractén del sustrato.
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El mecanismo propuesto para este caso es

S .
E s===z==zs==zx> ES “--——--—-:.-_b E + P
W 4
. My

§ ¥ Sl ' (2.46)
% H P |
Y (X4

EI Zzz==za====a ESI

’ S

y una ecuacién de velocidad presentadé:boi

1 I 1. ;_KM L D NEEE |
——— = (1 ¢ =) mmmee 4 mmmen (L 4mm) emm (2.47)
v Ki Vmax ..~ 1Vma; A ‘ggi -8 :
cy. Inhibicién acompetitiva. Sucede cuando el inhibidor reaccxona sdlo con

el complejo enzima sustrato y:no con‘la enzima “‘libre En: ‘este” caso se forman -
los complejos ES y ESI. Como-en el caso anterior:no: se vence “la inhibicién-
por aumento de la concentracién del sustrato. Se propone,el mecanismo siguien
te para este fendmeno . i R N I

E S ES
£ NG
N |
3
:l
=Ty (2.48)
s
: + P
con una ecuacidn de velocidad i :
1 I Ky
— = (1 + =) + ( === ) (2.49)
v Ki Vmax Vmax S
D). Inhibicién Mixta, Se le ha dado este nombre a aquellas reacciones de --

inhibicidn que no pueden ser encuadradas en alguno de log tres casos anteriores
y su accién es mds bien una mezcla de ellas. En la figura 2.12 se muestran las
gréficas correspondientes a los tres primeros incisos presentados para el fené-
meno de inhibicidn.

El mismo fendémeno de inhibicidén se puede presentar cuando se tienen dos~
o mds gustratos, siendo el efecto mids dificil de observar como se puede apre-—-
ciar en la tabla 2.2, en donde se muestran los diferentes tipos de inhibicién -
que pueden resultar para una reaccidén del tipo.

I
A + B P+ Q

donde A y B son dos sustratos, Py Q dos productoé e I un inhibidor.
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e

Ky

Fig,- 2,12
acompetitiva., -

con “inhibicién)

Sin embargo, no siempre el inhibidor es una sustancia ajena al sistema -
reaccionante. Se presentan ademds, el caso de inhibicidn por sustratc y la - -
inhibicidn por excesc de producto, que son efectos que influencfan la velocidad
a la que se lleva a cabo las reacciones de los sistemas enzimaticos y que cam--—
bian la forma de la ecuacidn de velocidad. &=n la tabla 2.3 se presentan 1os -
tipos de inhibicidn por producto para sistemas con dos sustratos vy dos produce-
tos, con diferente tipo de cinética,

TIPO DE INHIBICION OBSERVADA

Con respecto A fon respecto a-B

B no saturante: - B saiurénte':”"'”;'A'no"saturante"

A safﬂfénie"
Competitiva Competitiya S © Mixta L Ningﬁna
Mixta Ninguna Competitiva .~ 7~ < Nihguna
No competitiva " No competitiva Competitiva Competitiva
Mixta No competitiva No competitiva No competitiva
Competitiva Ninguna L 'Mixta . Mixta
Tabla 2.2 Algunos posibles efectos de inhibidores en reacciones enzi-

mdticas con dos sustratos.

Todos los efectos que se menclonaron anteriormente que influyen el trans
curso normal de una reaccion enzimdtica (temperatura, pH e inhibicidnj, dificul
tan enormemente el astudio de estos sistemas y hacen que la ecuacién de veloci-
dad que se plantee para describir el proceso resulte muy compieja y dificil de-
manejar si se intenta incluir todos los efectos; pero por otre lado, no pueden-
ser simplificadas sin una hase 3élida. sin perder validez por no describir el -
fenémeno completo que se estA llevande a cabo.

E1 resultado final gue se obtenga del estudio cinético de un sistema en-
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zimitico, dependerd mucho del tipo de uso que se le quiera dar y de la necesidad
de una expresidn que describa o no el proceso completamente. En el siguiente ca
pitulo se mostrard una metodologia para la obtencidn de la ecuacidén de velocidad

para un mecanismo propuesto, sin importar el tipo o nimero de componentes que in
tervengan en el mismo.

Tabla 2.3 Formas de inhibicidn por producto.
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11. Uso presente y futuro de las enzimas.

Como se menciond en el punto 2 de este capitulo, la principal fuente -
de obtencidn de enzimas es la microbiana. ~De esta fuente se tienen 'dos casos
que son: enzimas intracelulares y extracelulares,

11.1 Enzimas extracelulares

Muchas enzimas son sintetizadas por los microorganismes con fines de -
crecimiento, metabolismo y mantenimiento. Muchas de ellas operan dentrc de -
la célula en un ambiente altamente estructurado y protegido (enzimas intrace-
lulares), pero algunas son secretadas por la célula hacia su medio ambiente -
(enzimas extracelulares). Estas enzimas son unicas, si las consideramos como
producto microbiano, ya que estén hechas para trabajar en beneficio del micro
organismo a distancia. Su funcidén es hacer que el alimehto este disponible -
para el microorganismo por hidrdlisis, generalmente, de compuestos de alto pe
so molecular.

Ya que las enzimas extracelulares trabajan en el medio que rodea al mi
croorganismo fuera de la membrana protectora, deben de poseer buena estabili-
dad a las variaciones de las propiedades fisicas y quimicas del ambiente. --
Mas aun, por el gran volumen en el que las enzimas actuan es necesario que --
sean producidas en gran cantidad. Estos atributos hacen que las enzimas ex--
tracelulares sean adecuadas para su uso industrial.

En la actualidad son muchos los productores de enzimas- extracelulares-~
y se hayan distribuidos en todo el mundo. Algunos de los mas importantes se-
mencionan en la tabla 2.4 y sus principales productos se enlistan en la tabla
2.5. La tabla 2.4 sélo contiene productores de Europa del Oeste y Estados —-
Unidos, sin embargo, se sabe que también son producidas en la URSS y paises -
de su influencia como Alemania Democrédtica, Checoslovaquia, Rumania, Hungria-
Bulgaria. Ademas, existen muchas compafiias que las producen para su uso in--
terno. En la figura 2.13, se muestra un estimado de la produccidén mundial en
1976. En ese afio, se estimd que las ventas de este tipc de enzimas alcanzd -
un valor de 150 millones de dolares. En la tabla 2.6 se muestra la distribu-
cidén de su uso en la industria, de donde se puede observar que en las indus--
trias del almiddn y de los detergentes se presenta el mayor consumo: de hecho
la industria de los detergentes es la unica aplicacidén no alimenticia de im--
pertancia.

La tabla 2.8 muestra el costo del uso de enzimas en varios productos -
finales. Como se puede observar, el costo de la enzima es muy pequefio compa-
rado con el valor agregado que se obtiene del proceso enzimatico; por lo cual
la calidad y disponibilidad son mds importantes que un costo minimo en un pro
ducto enzimatico. .

i1.2 Enzimas intracelulares

Estas son las producidas por las celulas ¥ que permanec=n asoc1adas a-
éstas sin ser secretadas hacia el exterlo ‘ uy pocas enzima de” ‘est e,tlpo -
son producidas en gran escala, y las ventas d estas representan;un porcenta—

je muy bajo del total.
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Tzble 2.4 Comrafiios Fr

ingucteicl,

oductorss de enmimes ontrocelulores pors

Dinamarca
Francia
Alemania
Gran Bretafa

Holanda
Japén

Suecia

Estados Unidos

Te
2.
3.
4.

5.
8
7.
8.
9.
10.
11.
12.
13,
14,
15,
16,
17.
18.
18.

20.
21,
22.
23,

Grindstedvaerket A/S, Brabrand
Novo industri A/S, Bagsvaerd

Sac. Rapidase, Seelin (subsidiaria de la no. 8)
Miles Kali-Chemie GmbH, Nienburg a.d. Weser
(subsidiaria de la no. 20)

Rohm GmbH, Darmstadt

hem, Stockport, Cheshire

Glaxo, Greenford, Middlesex
Gist Brocades NV, Delft

Amana, Nagoya

Dajwa Kasel, Osaka

Me)ji Seika, Tokio

Meito Sangya, Nagoya

Nagase, Osaka

Sankyio, Tokio

Shin Nippon, Tokio

Yakult Biochemicals, Nishinomiya

Swiss Ferment AG (subsidiaria de la no. 2)
Schubert AG (subsidiaria de la no. 2)

GB Fermentation Industries, Kingsttee. Catollna
(subsidiaria de la ngo. 8)

Miles, Elkhart, Indiana

Novo Biochemical Industries, Frank: Llnton, Carulina
Pfizer, Nueva York

Rohm and Haas, Filadelfia

Proteasa ]
Pectinasa
Amilasa fungal
Renina microbiana
Glucosa isomerasa

4

Amilasa de bacillus

Amiloglucosidasa

Proteasa de bacillus

100 200 300 - 400

S00
Toneladas

He epsims micvsblons exerescdo en wonelo-—




Tobls 2,9
mercicles v aus

Erzimes oxbroccluleores comercicleoss suc  nomaren co-
fuentoes,

w-amilasa

(3-glucanasa

Celulasa

Dextranasa

Glucoamilasa

Hemicelulasa
Lactasa

Lipasa

Mutanasa

Pectinasa

Proteasas

Renina microbiana

Pululanasa

-Aspergillus oryzae
Fungamyl (2) $MKC clarase(4);Veron(5);Anylozyme(6); Mylex(7) Fermex,Mylase,
Mycolase(9);Asperzyme,Sanzyme, Takadiastasa(14);Clarase, Dextrinase{20);
Mycozyme(22) ;Diastase,Rhozyme(23)
-Bacillus amiloliquefaciens (B. subtilis)
BAN,Aquazym(2) tRapidase(3) ;Optiamyl,Optimash,Opt isize{4);Bacterase,
Nervanase(8);Bactamyl,Maxamyl(8);Biokleistase,Kleistase,0iasmen(10);
Biotex,Spitase(13):HT amylasa,Tenase(20)
-Bacillus licheniformis
Termamyl{2) : Thermoase(10)
-Ascergillus sp.
Glucanase GV(1);8-glucanasa 2000 0(8)
-Bacillus amyloliguefaciens
Cereflo(2)
~-Aspergillus sp. M
Celulasa C(S);Cellase(8);Celulasa AP(9); Celluzyme(13)
-irichooerma reesei (7. viride) ST
Calulasa(2);Meicelase{11);Celulasa onozuka(lS) i
-Otras fuentes -
MKC celulasa(4);Celulasa P(S)
-Penicilin sp.
Dextrenasa(2)
-Aspergillus niger {var.)
AMG ,SAN{ 2) ; Optidex,Optisprit{4); Ambazyme 6) Agidex(?) Amiqase.Maxydrase(B).
Biazyme(29)
-Rhizopus so.
Gluzyme(9);Sumyzyme(15)
-Aspergillus niger
Galactomannanase(2);MKC Hemicelulasa(4)
-Aspergillus niger
Lactasa LP(8)
-Aspergillus sp.
Lipasa AR(S);Lipasa B(23)
-Candioa cylifgracrae e e
Lipasa My(14) '
-Trichocerma sp.
Mutanasa(2)
-Aspergillus sp.
Pectolase GV(1);MKC pectinasa,Opticlar{4)iMeliovin,Pectinol D,Rohament R{5);
Klerzyme (8);Pectinex(17);Ultrazym{18);Spack 1(20); Pectinil(23)
-Aspergillus oryzae
yeron P(S);Panazyme(6);Prozyme, Biozyme A(Q);Sanzynﬂ (1&) Sunyzyme AR(15)
-Bacillus amyloliguefaciens (B, subtilis)
Neutrase(2);Rapidermase(3):Proteinase 18(6); Ptotin(10) Biop:ase,Nagase(15)
-Endothia parasitica :
Surecurd,Sunaren(22)
-Kleosiella aerogenes
Pulluzyme(6)

Nota: los nimeros entre

parentesis se refieren a las compaitias:de-ia:tablas2.4
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Enzima

Distribucién- (%)

Proteasa de bacillus
Amiloglucosidasa
Glucosa isaomerasa

Amilasa de bacillus
Pectinasa

Renina microbiana
Amilasa fungal
Proteasa fungal
Otras

T3
e
14

Tabila 2.7

Nistribueion do 1
industrias, o

g

cAplicacién Industrial

Detergentes: .- .
“Almidén _
“Frutas, vino’

* Derivados de leche

Destilacién
- Molidos,

Cervecer{a

Otros

harina

Tabls 2,8 Cocto direeots do Iz 1506 enminsti-
Aplicacién Enzima wiiUnidades:, ‘Casto Eznima
o ) B “(Cts. us Dolls)
Lavade Proteasa 1 Kg. de detergente e~ 4
Almidén : '
licuefaceidn Amilasa 1 Kge de almidan 0.2 ~ 0.5
sacarificacidn Glucoamilasa 1 Kge de almigdn 0.4 - 0.8
isomerizacién Glucosa I[somerasa 1 Kg, de almiddn 1.0-1.5
Manufactura de queso Renina Microbiana 1 litro de leche <04
Manufactura de alcohol Amilasa 1 litro de alcohol 0.2 -°0.5
Glucoamilasa : : 0.7°-71.4
Cervecer{a Amilasa 1 litro de cerveza 0.1
Proteasa )
Reposteria Amilasa 1 Kg. de harina " 0.0t
Proteasa
Jugos Pectinasas t litro de jugo g1 - 0.2
Vinos Pectinasas 1 litro de vino 0.1 - 0.2
Eliminacién ce pelusa Proteasas 1 »" de cuero 1-5
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Actualmente, la produccidén de estas enzimas es de gran importancia por
el répido avance en la tecnologia enzimdtica, que permite su usoc en forma in-
movilizada (como enzimas o ¢élula inmovilizada). Por ejemplo, los procesos-
comerciales para la produccidn de jarabes de alto contenido de fructosa-gluco
sa usando glucosa isomerasa y la acilacidn de la bencil penicilina por la pe-
nicilinacilasa, estadn bien establecidos. Las enzimas intracelulares son usa-
das ampliamente en el andlisis clinico y su produccidn es vital para el desa-
rrollo de la investipacidn bioquimica, Existen también muchos casos donde el
objetivo es producir microorganismos que posean un alto nivel de produccidn -
de una o mas enzimas y que lleven a cabo una bioconversién especifica.

En la tabla 2.9 Se enlistan ejemplos de enzimas intracelulares de-
origen microbiano producidas a escala comercial. Los procesos de produccidn-
son de baja capacidad (en el orden de 3 a 30 m”) en comparacién con otros --
procesos de la biotecnolo§ia. como las fermentaciones industriales (que estdn
en el rango de 50 a 250 m°) En todos los casos el objetivo basico se centra
en el paso de fermentacidén para maximizar la produccidén de la o de las enzi--
mas deseadas, que lleve a un costo minimo por unidad de peso de enzimas produ

cidas.

11.3 Uso en tecnologia de alimentos.

Actualmente las enzimas encuentran su principal uso directo en la tec-
nologia de alimentos, generalmente en reacciones de hidrdlisis., En esta in--
dustria son usadas desde tres enfoques diferentes. En primer lugar, el em--—
pleo de enzimas especificas en la preparacién de alimentos que adquiere cada-
dia mayor importancia. En la tabla 2,10 se dan algunos ejemplos de enzimas -
usadas con este fin y el efecto que de ellas se busca. En segundo lugar, ade
mas del empleo de preparados enzimdticos apropiados, es también importante co
nocer y dominar los efectos de las enzimas propias de las células animales y-
vegetales del material que constituye el alimento y que provocan en el trans-
formaciones deseables e indeseables. Por ¢ltimo, es digno de mencionar el em
pleo de enzimas puras como medio de andlisis en quimica y en alimentos, ya =
que gracias a ellas pueden ponerse de manifiesto, en las materias primas y en
los productos, sustancias que de otro modo requeririan de complicados métodos
quimicos y fisicos de separacién. En la tabla 2.1l se dan algunos ejemplos -
de este uso.

11.4 Aplicaciones industriales en forma inmovilizada

Uno de los métodos que se ha encontrado como util para alargar la vi-
da de las enzimas ha sido su fijacidn a soportes sélidos que permitan el uso
de las enzimas en forma repetida o continua con un minimo de pérdida del ca-
talizador o de su actividad.

La inmovilizacidn de enzimas se reportd como factible desde 1916, sin
embargo, solamente en los Gltimos 15 afios, se realizaron investigaciones se-
rias y trabajos de desarrollo que permitieron avances significativos en las-
técnicas de inmovilizacidn aplicables a procesos industriales. Mucho de es-
te trabajo se llevd a cabo por compaiias que utiliczaban procesos de conver-—-
sién enzimdtica. Los principales incentivos han sido el desarrollo de nue--
vos productos y reduccidn en el costo de los productos-existentes a través -
de un incremento en la vida de la enzima y su productividad.



Nombre

Fuente

Ejemplos de usos

L-Asparaginasa (3.5.1.1)

Catalasa . (1.11.1.6)

Colesterol oxidasa (1.1.3.6)

p-Galactosidasa (3.2.1.23)
Glucosa isomerasa (5.3.1.5)

Glucosa oxidasa (1.1.3.4)

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

(1.1.1.49)
Invertasa'(3.2.1.26)

Penicilin acilasa (3.5.1.11)

Emwinia caratovora
Escherichia coli
Aspergillus niger
Nocardia rhodochrous
Kluyveranmyces fragilis
Saccharanyces lactis

Bacillus coagulans
Streptonyces sp.

Aspergillus niger
Penicilliun notatum

Saocharjuqyces cerevisiae
Escherichia’ coli

Trataniento de leucemia linfatica aguda

 Eliminacién de 1,0, despuds de la esterilizacién de leche

Andlisis clinicos

Hicdrdlisis de lactosa en leche

Produccién de jarabes de:glucosa con' alto contenido de frictosa
Andlisis clinicos ; o :

Eliminacidn de oxigeno’de los alimentos : -

Andlisis clinicos:

Dulceria

Desacilacién de bencilpenicilina
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En la tabla 2.12 se presenta una lista de los sistemas mas importan-
tes de inmovilizacién enzimdtica disponibles por medio de compra o licencia-
tura de tecnologia. Como se puede observar de la tabla, la glucosa isomera
sa es actualmente la aplicacidn mas visible y mas importante de las enzimas—
inmovilizadas. Al final de 1978, se tenia instalada en los Estados Unidos ~
una capacidad de 5 billones de libras de jarabe de maiz de alto contenido de
fructosa. Este uso logrd en pocos aflos, que el 42% de los jarabes captura-
ran una importante proporcidn de el mercado industrial de edulcorantes en ese
pais.

El estado actual de la tecnologia hace que las enzimas inmovilizadas-
sean mds adaptables a procesos hidroliticos continuocs o de conversién en un-
solo paso. Esto frecuentemente pone a esta tecnologia en competencia con -~
procesos quimicos de alto rendimiento de enzimas solubles. La expansién fu-
tura a sistemas enzimaticos multiples, reuso de cofactores enzimaticos y la-
inmovilizacidén de microorganismos en si, permitiran que se expanda la aplica
cidén e impacto econdmico de la inmovilizacién. -

La tendencia generalizada es a la expansién del uso de la inmoviliza-
cidén de materiales bioldgicos activos (entre ellos las enzimas)., E1l incre-
mento en costos de energia junto con la necesidad de nuevas fuentes de ésta,
incrementa el interés en procesos con menor consumo y en la conversidén de --
desperdicios o recursos renovables de bajo costo en fuentes alternativas de
su obtencidén. Ademads, los desajustes ambientales estan presionando a las --
compafiias al desarrollo de nuevas soluciones donde los desperdicios pueden -
ser procesados hacia productos Gtiles.

11.5 El futuro

A futuro se vislumbra el uso de las enzimas como medio para la sinte~
sis de muchos productos. Este uso sin embargo. tiene el problema de que las
enzimas que sintetizan algin producto en especial llevan consigo el uso de -
cofactores, hecho que complica el estudio de estos sistemas, ya que la tecno
logia ain no ha alcanzado el grado de desarrollo necesario para los proble--
mas que plantea.

Otro uso se enfoca al creciente interés en la conversidn de energia -
por sistemas biocatal{ticos. In vivo los sistemas biolégicos cuentan con-
mecanismos de conversidn de energia muy sofisticados, y en el estado actual-
de la tecnologia, se puede pensar en ei uso de estos mecanismos in vitro. —-
Actualmente se han investigado varios sistemas de conversidn de energia de -
una manera limitada.

Estos incluyen lo siguiente:

a). Fecuperacion y conversidn microbioldgica y bioguimica de varios com--
bustibles, principalmente conversién de carbohidratos en hidrdégeno, metano y
alcoholes de bajo peso molecular.

b). Conversidén de energfa solar a combustibles, usando enzimas y mecanis-
mos fotosintéticos de plantas y bacterias, para desarrollar sistemas de foto
descomposicién de agua en hidrdégeno y oxfgeno (biofotdlisis de agua).

c). Conversidn de la energia quimica de combustibles 2n electricidad oor-
catdlisis enzimdtica de procesos de electrodo para acelerar la ionizacisdn de
combustibles y oxidantes y el transporte de electrones a electrodos apropia-
dos.
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CAPITULO III
ECUACIONES DE VELOCIDAD PARA SISTEMAS ENZIMATICOS

En este capitulo, se considera el problema de plantear ecuaciones de ve
locidad que describan a los mecanismos propuestos para una reaccién enzimati-
ca. La principal dificultad para obtener un resultado proviene o bien del -
tratamiento demasiado simplificade de un problema que pueda llevar al desper-
dicio de buenos resultados experimentales, o a un tratamiento demasiado elabeo
rado que pudiera llegar a ser incomprensible, por lo que el esfuerzo empleado
en plantearlo pudiera perderse si los resultados experimentales no fueron ob-
tenidos o tratados adecuadamente. Por lo que, se deberd tener siempre en men-
te la finalidad que se persigue y los medios con que se cuenta antes de in:i-
ciar una tarea de esta indole.

1, Nomenclatura

La termonologia cominmente usada en la literatura para nombrar los dife
rentes tipos de reaccidn enzimatica se basa en un método propuesto por - --—-
Cleland en 1963.

Seguin el sistema de Cleland, el nlmero de sustratos o productos en una
reaccidén enzimdtica se designa con los vocablos uni, bi, ter, etc., numerando
siempre primero a los sustratos. As{, a una reaccidn del tipe

E ¢ 5 momm—mmeemen ~ PL + P2 E 3.1

se le da el nombre de uni-bi. De la misma manera se pueden nombrar reacciones
bi-bi, bi-ter, para designar reacciones de dos sustratos y tres productos res
pectivamente. Esta simbologia es adecuada para representar mecanismos mas -
complejos, por ejemplo, la nominacidn bi-bi-uni-uni, designa un mecanismo en
el que dos sustratos interactian vara formar dos productos, con una posterior
adicién de otro sustrato y una liberacidn final de un tercer producto.

La clasificacidn de las reacciones puede hacerse, de acuerdo al orden -
en que se lleva a cabo la interaccidn de los sustratos y la liberacidn de los
productos. Si la adicidn de los sustratos y la liberacién de los productos -
son en un orden definido, por ejemplo, si sb6lo hay un camino de reaccién, -~
ésta es llamada Ordenada. Como ejemplo considérese la reaccidén siguiente:

E + A —ommmmemm > E, + B ammmm——— O S—— ~ P + E (3.2)

En esta reaccién de dos sustratos (A y B) y un producto (P), sélo hay una ma-
nera de formar el complejo E, , que es: la enzima reacciona con A para formar
el complejo E,, que reacciona con B para dar EAB' La reaccién se denomina, ~
por lo tanto, ordenada Bi-Uni. ' ‘

Por otro lado, si no hay un orden. especifico.en-la forma en-que-los sus
tratos entran a la reaccidén o en que se liberan los productos, ésta se puede_
nombrar como reaccidén "al azar". Por.ejemplo, considérese la reaccidn:
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E E, ————--P + E (3.3}

Como se puede observar, hay dos maneras para formar el complejo enzimatico
E,., uno en el que A se une con E para dar E, que reacciona con B para formar el
complejo E y otro en el que B primero reacciona con E para formar E_ que al in-
teractuar con A también forma E B el cual al descomponerse, forma el producto P

y libera a la enzima. Segin lo mencionado, esta reaccidn sera llamada al azar -
Bi-lni.

Ademds, los mecanismos pueden ser divididos en dos tipos: secuenciales y =~
ping-pong. Esto es, cuando en un mecanismo todos los sustratos deben interactuar
con la enzima antes de gue se liberen los productos, son llamados secuenciales y
los ping-pong son aquelles en que ocurre una liberacidn de producto antes de que
todos los sustratos se hayan unido a la enzima.

2, Derivacién de Ecuaciones de Velocidad.

En el planteamiento de ecuaciones de velocidad para sistemas enzimaticos, -
se han tomado muchos puntos de partida como base para su obtencidn, como se vid -
en el Capitulo II. Uno de éstos, ©s el método de Michaelis-Menten, que: presupone
que una parte de la reaccidn se encuentra en equilibrio termodindmico. Esto es ,
en la reaccidn

E o+ S emss=ail ES k2 P+ E (2.28)
k-1 :

k2&k-1, y el complejo Es se encuentra en equilibrio con S y E.

Pero casi nunca. la suposicién de un equilibrio rdpido es valida, ya que se
requiere que solo 'la primera parte de la reaccidn esté en equilibrio, de tal mane
ra que si esto no ocurre, la ecuacién de velocidad obtenida por este método care
ceri de sentido.

Por otro lado, el método de Briggs y Haldane que da por resultado la ecua--
cién (2.35) y que se basa en la suposicidn de estado estacionarioc para el mecanis
mo (2.28) es muy restrictivo, ain para el casec de un sustrato, ya que el paso de
formacién del producto es irreversible. Ademas, cuando el mecanismo que se propo
ne es complejo, el método de estado estable tal como se presenta en el Capitulo -
II, se complica enormemente.

2.1 Método Sistematico

Se han propuesto muchos métodos para resolver el problema de plantear ecua-
ciones de velocidad para necanismos enzimdticos complejos. Uno de éstos, sistemd
tico en su naturaleza se describe a continuacidn para una reaccidn termodindmica-
mente reversible de un solo sustrato. En este caso, la enzima debe promover la -
reaccidén en ambas direccicnes. Por lo cual, es necesario incluir en el mecanismo_
explicitamente los complejos enzima-sustrato y enzima-producto, o sea

E + S sz=azss=w ES s=z=oS=sz EP sz=cSs== E o+ P (3.4}
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o bien,

E sz===z==z== ES ss=sssssy EP zzg===az=z= [ (3.4a)

En este mecanismo hay seis pasos de reaccidn, cada uno representado por
una flecha, que conectan las tres especies enzimaticas E, ES y EP, La proba-
bilidad de reaccién de cada paso molecular estd dado por su constante de velo
cidad k, y de los pasos bimoleculares por su constante de velocidad multipli-
cada por la concentracién de las especies no enzimdticas, en este caso S y F.
De esta forma la velocidad de cambio de cada especie enzimdtica es igual a la
diferencia entre los pasos en que se forma y aquellos en que desaparece. El
método de estado estable postula que esta velocidad de cambio es despreciable
con respecto a la velocidad de cada paso eiemental, por lo que

B L L (k1S + Kk-3P) (E)  «  k-l(ES) + (EP) = 0
dt )
d(ES) : RN Ay ipes ‘ .
—=io=Rae- = KIS(E) - kel e K2I{ES w. k=2(EP)i...oio= 0 (3,5)
dt T R AT T
__d(EP) : SOKR3)NEP) T = 0
ot e

en general se’ tendr
zimatica). i

o bien,

(Ble (B} ey
= ~ .+ ——— = 1

(Elo (Elo  (E)o (E)o

(3.6a)

Las ecuaciones {3.5) y (3.6) se pueden resclver por el método de los de
terminantes. Para usar este método, se debe construir un determinante, o -
bien, cada especie enzimatica se coloca en forma de matriz. El determinante,
o término de distribucidn, para E puede ser calculadc a partir de los coefi--
cientes anteriores (ec. 3.5), despuésde eliminar la columna de E. Para un -
mecanismo con n especies enzimdticas, sdlo es necesar:ic conocer n-1 ecuacio--
nes, ya que la otra queda determinada por el balance de la enzima (ec. 3.6).
Asi, si eliminamos el rengldn de d(E)/dt, podremos =escribir
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!
| -{k1-1 + K2} k-2

E = | :
}'kz AR ~(k-2 + Kk3)

Aplicando la misma’ técnica”

pabé'ﬁs‘nyP;“bbténémoéﬁ

ES. = e i

~(k=2"+ Kk3):
¥

b S |
| ~{k1s. + 'k3P) : -kl |
EP = | R : |
[ k1§ - - = “(k=1""+ " k2) |
| |

que resulta de eliminar. la columna de ES y el segundo'renglén‘y de-eliminar:la
columna de EP y el -tercer renglén respectivamente. El resultado .final se’ ob==
tiene de aplicar.el método de Cramer a cada determ1nante en especlal, para . el
presente ejemplo se tiene que:
AE = (k-1k-2) + (k2k-2] + (k-1k3) + (k2k3) - (kzk;z)' .
= (k-1k-2) + (k-1k3) + (k2K3)
AES = (ki1Sk-2) + (k1Sk3) + (k-2k-3P). + (k3k-3P) = {(k3k-3
= (k1Sk=2) .+ - (k1SK3) + (k=2k~3P) LT
AEp = (k‘lsk;l’). + (k1Sk2)  +  (k=1k=3P) "+ (k2k=3P) - (kiSk-1)
: '(klskz) G 1k~3P) + ' (k2k p) e

(3.7}

Las”ecuaciones .8) son"llamadas ecuaciones de Distribucidén ya que ex-
presan la concentracién de cada especie con respecto al total de enzima (E)o.
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La ecuacién de velocidad para la ecuacidn (3.4), en terminos de aparicién
del producto P, es
v = gg = (velocidad de aparicién de P) - {(velocidad de desaparicién de P)

k3(EP) - k-3P(E) (3.9)

Despejando de la ecuacién (3.8) el resultado obtenido para (E) y- (EP), ¥y
sustituyendo en la ecuacién (3.9), obtenemos

v - k3AEP - k-3PAE (E)o C (3.10)

AE + AES + AEP

Si sustituimos la expresién para cada uno de los determinantes de'las -
ecuaciones (3.7), en la ecuacién anterior, obtenemos la expresién final de velo-
cidad.

((k1 k2'k3'S) -~ (k-1 k-2 k-3 P) (E)o B (3.11)
{k=1 k=2 + k=1 k3 + k2 k3 + k1 k-2 S + k1 k3 § + .....‘7: 
k-2k-3P+k1k2$+k-1k3P+k2k-3P)

Para mecanismos enzimadticos mis complejos, el metodo es. largo, ya que la
expresién del determinante genera gran numeroc de términos posltzvos 'y negatlvos
iguales, que desaparecen de la expresién final por cancelacién, que 'si-no se rea
liza con cuidado puede conducir a cometer graves errores. :

2.2 Método Esquematico de King y Altman.

Afortunadamente, existe un método esquemdtico para derivar ecuaciones de_
velocidad. E.L. - King y C. Altman desarrollaron un método gréfico que resuelve -
este problema para cualquier mecanismo catalizado por enzimas, independientemen-
te del nimero de especies enzimdticas intermedias.

La técnica de cédlculo se desarrollard con el siguiente mecanismo,- (3.4),
utilizandolo para demostrar su-validez:

A + E sms==flecear ES K3 aea= EP LEM

k2 k4 k6

Ya que los sustratos son adicionados en los pasgos de formacién y los pro-
ductos son liberados en los pasos contrarios. escribimos el mecanismo como:

E ___..klA ES === k3 EP ;:::::52::} E (3.12)
k2 k4 képP

Nétese ‘que la linea o flecha en que se encuentran el sustrato o el produc
to coinciden con la direccidn en que se usan en la reaccién. El sustrato A en-
«~ra en el paso entre E y EA, con una constante de velocidad kl. Igualmente P --
entra para reaccionar con E para formar EP, con una constante de velocidad k6. -
En otras palabras, P es liberado en la reaccidén inversa. A menos que Se especi-
fique otra cosa, esta notacidn de los mecanismos de reaccidn sera usada de ahora

en adelante.
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El Método de King-Altman, se resume a:

1. Simplificar el mecanismo combinando las especies enzimaticas iguales, -
de tal manera que formen una grafica cerrada o figura geométrica, con las espe
cies enzimdticas como nodos o vértices y los pasos de reaccidn como lineas qug
conecten los nodos. Para el ejemplo, la figura que se forma es un triangulo,
como

EA
"
,\‘, ,,/’_
2 : /
k6 (P) Vks,; o fkﬁ/ k3 (3.13)
N ,
v /
Wy
A ‘r
[2)
2. Se dibujan todos los caminos con n-1 lineas que conecten todas las es--

pecies enzimaticas o vértices de la figura geométrica que se haya formado y -~
no contenga un ciclo cerrade. Para el caso en que se haya formado una figura_
con dos ciclos cerrados los caminos tendran n-2 lineas, y asi sucesivamente, -
n es el nimero de:especies enzimaticas. El resultado para el ejemplo es 3 ca-
minos o patrones de King-Altman, como se muestra a continuacién, ya que ningu-
no de estos forman un ciclo y ademis se conectan las tres egpecies enzimdticas
(E, EA, EP).

(3.14)

3. La concentracién de cada especie enzimdtica sera.la suma.del producto
de las constantes de velocidad (y cualquier concentracién de especies no enzi-
maticas) pertenecientes a cada paso de reaccién en la direccidn de la especie_
enzimatica buscada, de cada uno de los patrones de King-Altman.

e E o { B .
A} k2 k2 S !
\ Loy ,
LN vy kA ok5 N K3,

\ (E) = k2kS + k2kd + k3kS . TN
N 2 Gaaat hY

i REY A 3 R
(EA) =" k1k5(A) % K1k4(A) "+ kak6(P)™~*

(3.15)
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Nk K1(A) . . .
\ ’ Al . ’
k6(P) / k3 k6(p) * / k3
‘\ / i ) ’ [
o ” e
£p , EP EP
(EP) = k2k6(P) + klk3(A) + K3k6(P)

En cada uno de estos casos, existe otra combinacién de dos lineas, por
ejemplo, para el caso de (E), una de las lineas de ese patrédn parte de (EA) y-
otra sale de (EP), con las constantes k3 y k4. Sin embargo, son inaceptables -
ya que las lineas forman un ciclo cerrado y ademds ninguna converge en (E).

Si a cada una de las ecuaciones (1.15) se les divide entre (E)o, la-
concentracidn total de la enzima, se obtienen las ecuaciones de distribucién -
en la misma forma que las ecuaciones (3.8).

&, Se escribe la expresidn de velocidad para la especie enzimdtica que se
desee conocer (p.ej., para la formacién del producto).

v =38l s gp) - ks(p)(E) (3.16)
dt :
5. Se escribe la ecuacién:de.balance de enzima.

6.

(3.18)

(EA) + (EP)

fi(gi’rf+‘

7. Se sustituyé la exprégisn de concentracién para cada especie enzimati-
ca {ecuaciones 3.15) en la ecuacidn anterior, para obtener la expresidn final-
que describe la formacién del producto:

(KSk2K6(P) + K1k3K5(A) + Kk3kSk6(P) - k2K5k6(P) - k2kake(P)
v =
(E) + (EA) +
k3kSKE(P) ) (E) o
CEP v
ST UKIK3KS(A) - k2kAK6(P) )
v =

k3RS -+ (K1KS +,klk4i+'k1k3)x(A) +

~{3.12)

que el mismo resultado que'Se,obtuvo con =2l método del determinante {mecanismo
3.4 y ecuaciédn 3,117,
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En el caso de que uno o varios intermediarios enzimdticos no sean par-
te del ciclo, no afectard el nimero de patrones de King-Altman ya que sdlo se-
necesitan considerar los ciclos del mecanismo para plantear los patrones. Por
ejemplo, la adicién de un inhibidor competitivo, I, al sistema que se trato an
teriormente, resultard en el mismo numero de patrones, esto es, para el meca~--
nismo: :

KL(A) k3 K5
: = EA =s=== » EP g== == E
k2 k4 k6(P)

k8

[V

[ R R <

eépecies enzimaticas (4) son:

de donde se puede deducir de la misma forma como se hizo anteriormente la con-
centracidén de cada especie.

Como se puede observar del ejemplo anterior, el dibujar los caminos o-
arboles, como se conocen cominmente, resultd muy sencillo y fue f4cil deducir-
los patrones que son validos (paso No. 2 del método). Sin embargo, cuando ei-
mecanismo es complicado o contiene varios ciclos, resulta diffcil el conocer -~
cuantos son los arboles o patrones validos, por lo que debera hacerse el cdicu
lo para evitar el olvidar alguno. Para ejemplificar los casos que pueden ocu-
rrir en el cdlculo, consideremos el siguiente esquema.

(3.22)
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El nimerd total de patrones con n-1 lineas, estd dado por:

arboles = n! (3.21)

(n-1}! {m-n+l)!

en donde, m= ntmero de lineas en la figura geométrica completa y n= nimero de
especies o vértices en la figura. Por lo que el nimerc de patrones o arboles
con n-3 ramas, de la figura con 8 lineas (m) y seis especies (n) es

8! 8!
arboles = = - = 56
(6 = 1) (8-6+1})! 5! 3V

Este nlimero, sin embargo, incluye patrones que contxenen los siguien-
tes ciclos, que deben ser restados del total, " ; .

‘A+B3C

Y‘elfnume

z_.rl! 1(3.22)

(n=-1=-r)l {m-n+1)!

Por lo que, segun esta ecuacidén, para los ciclos Ay B, r = 3; se tie
nen 10 patrones para cada uno; para los ciclos A+B y B+C, r= 4, se tienen cua
tro patrones para cada uno; y para los ciclos C y A+B+C, r' = 5, tenemos un pa
trén para cada uno. Con lo que el total de patrones que hay que restar es de
30. Sin embargo, uno de ellos aparece tres veces en los cdlculos anteriores-
siendo, que s6lo deberd aparecer.,una sola vez; esto incluye tanto al ciclo A-
como al B (que se muestra con linea continua y que representa al ciclo al -~

que dan lugar).
////?‘\ L
P, L’
‘! 1B
Lr S

Asi que el nimero que hay que restar es 28, y el ndmero total de arbo
les validos es: 56 - 28 .= 28. Los 2B drboles validos con $ lineas son:
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SIS

o | N4 \V

Como se puede observar, el método resulta demasiado largo y tedioso. -
Sin embargo se han desarrollado un conjunto de férmulas que permiten el célcu-
lo del mimero de drboles vdlidos en forma directa., Cada una de estas férmulas
es aplicable a un arreglo geométrico en particular. Para una figura que con--—
sista de tres subfiguras como el esquema (3.20), la férmula para calcular el=-
nimero exacto de patrones vélidos de King-Altman, es:

12
BC*a) (3.23)

M= a*b*c - *e o+

2
(L
donde a, b, y ¢ son el nimero de lineas en las subfiguras A,B,y C; y 1,.¥:1 c
son el nimero de lineas en la frontera comin entre A y B, y entre B y C, res—
pectivamente, Para el ejemplo anterior: a =3, b=3, ¢c=35, 1AB =1, yﬁlBC=2.
por lo que: |2 2 :
3*3*5 - (17%6 4 27+3)

45 - ( 5+ 12)
28

Para el caso de dos subfiguras A y B, que comparten una_ frontera co
min como se muestra en la siguiente figura

(3.24)

la férmula para calcular el ntmero de patrones vélidbs es:

2
M= ad - 15, (3.25)

Aunque las ecuaciones anteriores dan el nimero de patrones valides - -
exactos para un mecanismo enzimatico dado, existe el problema de saber cuales-
son esos patrones y aunque se pueden conocer cubriendo las lineas de la figura
para obtener los patrones, el método resulta muy largo y puede conducir a erro
res. Afortunadamente F, Lam y G. Priest aplicando la teoria de graficas li--
neales, propusieron un método para calcular el nimero y forma de los patrones-
validos de King-Altman.
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El metodo se ilustra con la ayuda del szguiente esquema que representa -
una reaccidn al azar Bi-ordenada Bi.

EA <= k7 B EAB =« k9
TR €2 ) I

4 § k8 o i

i" ) o . "

k6 (3.26)

man, el primer paso es conectar las especie
trica que se muestra a continuacién:

13.27)

1T 2~ 4 (3.28)

las especies enzimdticas se representan por nodos (o vertices) y los pa--
sos de reaccién por lineas que los ccnectan, sin tomar en cuenta que sean o no -
reversibles (los pasos irreversibles serdn obtenidos automdticamente durante el
desarrollo). Cada nodo se denota por un numero y el nimero de linea que conecta
a los nodos (o ramas) de la grifica, es 2l nfimero de pasc de reaccidn. No es ne-
~esario que se inicie la numeracidén de nodos con el nimero (1) y que estos sean_
secuenciales, tal y como se presenta en (3.28). De hecho se pueden usar cual-
quier clase de simbolos, pero con el fin de evitar confuciones, se usardn los nu
merog tal como se escribieron para presentar el método.
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Segln el sistema, los patrones vdlidos de King~Altman para una reaccidn
enzimatica, son los arboles de una grdfica lineal. Un 4rbol es una subgrafica-
que contiene todos los vértices de la grafica (3.28), interconectados entre si,
pero que no contiene ningin ciclo cerrado. £Z1 método se fundamenta en el alge-
bra de J.T. Wang, que establece que la suma o producto de dos o mds contantes -
(o simbolos) idénticos es igual a cero, esto es:

0, paran 1

(3.29)

TOEMP

0, para nool

,‘_
| B
e

El procedimiento, paso a paso, para generar los patrones de King-Altman
para el mecanismo (3 26), segun este metodo,

1. Representar el mecan
rama numerados secuenclalment

resultado serd independlente del nodo que ‘ha 1do'ignorado Paraye eJemplo

(3.30)
3. Para cada nodo marcado} enlistar las ramas que cortan el clréulo.
Para el nodo- 1: (1,2,6)
3t (1,4)
4: (3,4,5) (3.31)
5: (5,6}
4. . Usando los principios del algebra de Wang, se multiplican alfanumérica-

mente las listas obtenidas en el paso anterior. La multiplicacidn alfanumérica
de 2y 4 es igual a 24 y no 8. Es importante aplicar el algebra de Wang en to-
do el proceso de multiplicacién. Por ejemplo, el resultado de multiplicar - -
(C1,C2)*(C1,C2,C3) es: CICl + C1C2 + ClC3 + C2Cl + C2C2 + C2C3. Los términos
C1Cl y C2C2 se descartan por el principio de multiplicacidn del dlgebra de Wang.
Para nuestro caso, el resultado de multiplicar entre si a las ramas que cortan-
los nodos es:



(1,2,6)*(1,4) =+(11,12,16,14,24,46)
{12,16,14,24,46)*(3,4,5) = (123,136,134,234,346,124,146,144,244,446,125,156,~
145, 245,456)
(123,136,134,234,346,124,146,125,156,145,245,456)}*(5,6) =
= (1235,1356,1345,2345,3456,1245,1456,1255,1556,1455,2455,4556,1236,1366,1346,
2346 ,3466,1246,1466,1256, 1566 ,1456,2456,4565)

Los términos que resultan, constituyen los arboles de la grafica y son:

1235 1356 1345 2345 3456 1245
1236 1346 2346 1246 1256 2456

Como se puede observar, este procedimientc no requirid referir se a ningu
na grafica en especial. Para demostrar la validez del resultado, se dibujan --
los doce términos obtenides de donde se puede ver que todos ellos son patrones-
vdlidos.

. . AN
17 1 1 \\4 4
T2 3 3 k 3 2 3
. . = 3.,
5 8%, 5 =] 5
A\, N
>4 1/ w4 1, b N4
. 3 £ 2 ., SRR . 2
5 .5 5 8%, 6 {2.32)
[/' ‘\Q ™
\ N o S
2 3¢ o ¢ toa ' 2 4
6 AN 6\ 8 6 %

A los patrones resultantes: (3.32), se les anexa toda la informacién que -
corresponda a. cada linea que los:for ‘tomando.como:base.la .figura: geométrica-
sriginal (3.27), con el fin de conocer la concentracién de las especies enzimd-
ticas que nos interesan para obtener la ecuacién.de velocidad del mecanismo pro
puesto. R S :

13.33)
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La concentracidn de cada especie enzimdtica estard determinada por la su-
ma del producto de constantes de velocidad y concentracidn de especies no enzi-
maticas (si existen), de las lineas que se dirijan a la especie enzimitica bus-
cada, por ejemplo, para la especie E del mecanismo {3.26), o nodo 1 de (3.28),-
la concentracién contribuyente debida al patrdn 1356 de (3.32) sera k2klOk9kS5 -
(A)., Sin embargo, para aquellos patrones que no tienen un paso de reaccidn - -
(Segmentos irreversibles), en la direccidn de la especie enzimatica de interés,
la contribucién es cero, p. €j., el patrdn 1235 no contribuye a la concentra---
cidén de E, porque el paso de reaccidén 5 es irreversible hacia E y no existe una
linea que se dirija hacia E, El proceso anterior se repite con cada uno de -~
los patrones para determinar la concentracién total de la especie enzimatica --
buscada.

El resultado para cada una de las especies enzimaticas del mecanismo - -
(3.26) es:

(E)

"

k2kS(A)k9K10 + KS5(AIK7(BIkOk10 + K2kdk6kl0 + k2kS(A)KSK1O. +
kd4k6k7(B)k10 + K2k4k9klO + k2k4k9k10 + kd4k7(B)k9k10

= k2kdkskl0 + k2k4k9k1O + (k2k5k9k10 + k2k5k8k10) (&) «

(k4kBk7k10 + k4k7k9k10) (B) + kSk7k9k1O (A) (B) (3.34a)

) = k1(A)k5(A}KIK10 + kK1(A)KS(A)kSk1O + k1(A)k4k6k1l0 +
k3(B)k5(A)k8k10 + K1(A)k4k8K1O + k1{A)}k4k9klO 3
= (klkdk6klO + k1k4k8k10 + k1kdk9k10) (A) + (k1k5k9k10+
k1kSk8k10 (A} + k3kSk8k1lO (A) (3) e (3,34b)

(E

(Eg)

k2k3(B)k6k10 + K1(A)k6k7(B)k10 « k3(B)k6k7(B)k10 "+

k2k3(B)kBk1O + k2k3(B)k9k10 -+ k3(B)k7(B)k9k1O0 SPN

= (k2k3k6k10 + k2k3k8k10 + k2k3k9k1l0) (B) «+ (k3k6k7k10 TN
k3k7k9k10) (B) + klk6k7k1lQ(A)} (B) g LY (3034e)

(E,.)= k3(BJkS5(A)k1Ok2 + kL{A)kS{A}k7(B)k10 + ka(s)ks(a)k7(a)k;o; +
k1(A)k4k7(B)k10 R T
= (k2k3k5k10 + klk4k7klO (A) (B) + k1kSk7k10(A) . (B} .+~

K3k5k7k10(A) (B) .+(3.34d)

k2k3(B)KS(AJKO + K1(A)KS(A)K7(B)KS s+ k3(B)KS(A)K7(B)K9
K1(A)kak7 (B)k9 N T s
= (K2k3k5k9 + KLKAk7k9) (A) (B) + k1k5k7k9(A)f(B)g,‘

k3k5k7k9(A) (B) “(3.34e)

Si la expresién de V81001dad la planteamos en_funclon de la formaclon del
producto P, obtenemos. :

que

(;Q)
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Sustituyendo la expresién de (E,.) obtenida anteriormente en la ecuacién -~
anterior y reacomodando términos, obtenemos la expresién final para el mecanismo -
(3.26), que expresa la formacién de P como una funcién del tiempo.

' , 2 2
v = 9P _ __K9(E)o (ki1(A)(B) * k12(A)°(B) + Kk13(A}(B)7) (3.38)
(E) + (Bp)- « (Eg) + (E,) + (Eg)
en donde:
k1l = k2k3k5k10 + klk4k7k10
k12 = klkS5k7k10
k13 = k3k5k7k10 LA

En el Apéndice I, se presenta un programa de computadora para obtener los_
patrones vdlidos segin el método que se describid anteriormente. E1 programa s6-
lo da las lineas o ramas que forman los patrones o &rboles de King-Altman. El re
sultado de este programa para el mecanismo (3.26) se presenta en la Fig. 3.1.

HAY 2 ARBOLES FPARA ESTA GRAFICA
ESTCHS ARDOLES SON LISTADOS & CONTINUACION

LAS RAMAS. QUE LO FORMAN SON:

~REOL 1°QUE TIENE LAS RAMAS 3 4 PR
AREOL 2 QUL TIENE LAS RAMAS i S PR
AREOL 3 QUE TIENE LAZ RAMAS i I 105
ARLOL 4 RQUE TIENE LAS RAMAS 2 4 I
AREOL S QUE TIENE LAS RAMAS oS 3 4 &
AREOL & QUE TIENE LAS RAHMAS i 2 5.8
ARLOL 7 QUE TIENE LAS RAMAS 1 2 4 5
AREOL 3 QUE TIENE LAS RAMAS i 2 3.6
ARDOL ? QUE TIENE LA RAMAS 2 3 4 S
ARROL 10 QUE TIENE LAS RAMAS 1 o M S
ARBOL 11 QUE TICHE LAS RAMAS i y 4 S
ARIOL 12 RUE TIENE LAS RAMAS i Py 4 =

Fig. 3.1 Patrones vdlidos de King-Altman para el mecanismo (3.26), resul--
tantes del programa del Apéndice I.

2.2.1 Comprobacidén del numero de patrones validos.

El problema de saber si el numerc de patrones obtenidos por el método al-
gebrajco descrito anteriormente es el correcto, se puede solucionar calculando es
te valor por otro método. Esta alternativa se describe a continuacidn.

Primero se forma una matriz de corte A, a partir de la representacidén gra-
fica dirigida del mecanismo propuesto. Una grafica dirigida es aquella que tiene
una direccidn asignada arbitrariamente en cada rama. La asignacidn del sentido -
también es arbitraria, siendo necesario otorgar la direccién para obtener la ma-
triz apropiada.
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Los elementos de la matriz de corte, A se definen como:

1, - si la rama j entra al nodo i

a:i = -1,.si la rama j abandona el nodo i
aij f, 0, para cualquier otro caso (3.39)
donde: . i.=71; 293, . 00, ., n=1 nodos
= ,1,2 3,:........ m ramas de la gréafica

Para un mecanismo enzimdtico que tenga n especies enzimiticas y m pasos de
reaceidn, 1a matriz-de .corte A, tiene n-1 renglones y n ¢olumnas.’-El nimero de-
patrones vdlidos se obtiene .de resolver el determinante que resulta de multipli-
car la matriz de corte A, por su transpuesta A' por lo que

Nimero de patroneg.vglidos" (3.40)
Para el meéénishq ‘($“26)5'.:” afica‘diﬁigida serd
(3.41)
vy la matriz de corte corréSpondiénte serd, ignorando el.,nodo 3:
niimero nimero de rama

- de  nodo 1.2 3.4 5 6

1 v =1-1 0 0 0 1

2 ' 01 0-1.00 |
A= 4 ' 00 1 1-10 ! (3.42)

5 ' 0 0 0 0.1 -1 ¢

¥y su transpuesta es

de donde A*A' séré:

N [} R t
e 230=1..00-1) )
Pk to12-l 0
b0 ERt i
A*A' = ! o vt-1- 0 -1 2 '
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que puede ser resuelta, por ejemplo, por medio de la régla de los. menores para -
determinantes, para obtener el nimero de patrones validos. ~Realizando el proce-
dimiento el resultado es: : ' s

t2 a1 0 b -
3 -1 3 -1 )=(-1) )

PO -l 2 2
-1

(-1)
1o
-1

-1
' 0 ‘

= 3(2(6-1)e (-2) ) = (=(6-1) + =1V )+ (CIQ)-1(6-1)) = 24766 = 12

Este resultado corrobora el obtenido por medio-del método algebraico vis-
to en la seccidn anterior. " En el Apéndice II, se presenta un programa para la -
solucién de este probizma. El programa estd escrito’en lenguaje FORTRAN. En -
la figura 3.2, se muestran los resultados de este programa, junto con los datos
que se alimentaron.

DATOS DESCRIFTIVES DEL MECANISMO.

NUMERD DE RAMAS = .o

NUMERO L

m

Ted

R&MA$ 1! NODD DE ORIGEN= - 1,NODO. DE' ARRIED=

RAMA ORICEN=  1,NODO  DE ARRIBO= 2
RAMAL “ORIGE
RAMAY ORIGEN=

KAMA$ Si NODD DE ORIGEN=

RAMAS &5 NODO DE ORIGEN= ~ 5,NOOC

[P
r

NUMERD LE FATRONES = S
Fig. 3.2. Resultados del progréma del Apéndice TI.

3. Ecuaciones de restriccién

Segin hemos descrito, el objetivo principal de los estudios cinéticos es
el de elucidar el mecanismo de reaccién, incluyendo la estimacidn de las constan
tes de velocidad del ncdelo propuesto y ¢omprobar ademds la exactitud de los va-
lores generades, ccr r2ferencia a valores obtenidos experimentalmente. 3in =2m--
bargo, para jue astas constantes puedan ser estimadas, es necesario cumplir cofi-
ciertas res<ricciones gue son debidas al crincinio del balance detallade : tam—--
bién conocids zomo iz ley de microrrevers:pi.idad) que estipula que “el produc--
to de las cernsnantes Ze velocidad en una direccién de la reaccidn, debe ser —--
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igual al producto de las constantes de velocidad en la direccidn opuesta cuando
la reaccién es ciclica'. Con modelos enzimaticos simples, como los ping-pong o
mecanismos secuenciales, el principio anterior puede ser ignorado, ya que estos
no contienen ciclos; pero con mecanismos del tipo "unién al azar", puede existir
une o varios ciclos y en consecuencia el principio del balance detallado no debe
ser ignorado, por lo que las constantes de velocidad deben satisfacer ciertas re
laciones matemdticas que estan determinadas por el método en si.

Adicionalmente a lo antes expuesto, se ha demostrado también que para -~
cualquier reaccién quimica, el producto de las constantes de equilibrio en un ci
clo es igual a uno, por lo que este tipo de ecuaciones, llamadas de restriccidn,
limitan severamente el valor de las constantes de velocidad, asi como de las --
constantes de equilibrioc y de las llamadas constantes cinéticas.

La derivacién de las ecuaciones de restriccidn se’ demostrard con el si
guiente modelo de transporte.

A K10 -

c.2 c,2 -C' 2
2B KS JBA S A
) ~ S

B! K2 S
EB 'BA (3.43)
b

s/ KL

En el que~C ns rtador en la membrana de la célula y Ay B son

sustratos que.'seran introducidos al’ interior de:la célula a través de la membra-
na por C,.5i: considera que"los pasos .de. transformacién en:la membrana son.los
pasos limitantes.de vel cida los pasos de reacclén fuera de la membrana estéan
en equilibrio. i . .

A partir de la definicién deflas conscantes de disociacién podemos defirir
las siguientes relacione

KL = (B)‘(C)’ - (3.44)

K2 ‘= (3.453
que con el valor de CB e

(o) = _szz_sgz_ssz_ R S e




que sustituyend

(Cgy) = . - (3.49)
K5 = n‘ : Ca2y) ‘ - e (3.50)
Si susﬁltu

(€g2,) et Ly ,1fv ;LT'QV (3.51)
X6 :=”t ;- ). : e fv n;‘, ’, ; ------ "(3.52)

Como se’puede. observar, “ecuaciones (3 49) Yy (3 53) son dos expresio--
nes diferentes. que: describen. la concencracién ‘del mismo.complejo C_,.  Igualando
ambas expresiones y simplificando,'se obtiene lo que se conoce como, ecuacién de
restriccidn, o E : .

K1 KA S kaks RS R L (3se)

Si nos. referimos al mecanismo (3.43), se podra observar que los pasos que
contienen las constantes Kl K4, K3 y. K6, forman un ciclo cerrado (1-4-6-3).

Lo mismo sucede—con—las.ecuaciones (3.51) y. (3.55), por.lo.que procedien-
do de igual manera, obtendremos la segunda ecuacidn de restriccidén del sistema:

K2 K5 =" K4 K7 : (3,57}
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que en el mecanismo (3.43), también forma un clclo cerrado (2-5-7-4}. Ademds se
puede observar que si eliminamos el paso con la constante K4, se obtiene el ci-
clo (1-2-5-7-6-3), por lo que una tercera ecuacidén de restriccidn se puede ob-
tener de combinar las dos anteriores ecuaciones de restriccidn, (3.56) y (3,57)
lo que resultari en

K1 K2 K5 = K3 K6 K7 (3.58)

Estas tres ecuaciones de restriccidn (3.56, 3.57 y 3.58), corresponden a
los tres ciclos que contiene el mecanismo (3.43). Con este ejemplo se demues—-—
sra la existencia de las ecuaciones de restricecidn en un mecanismo con ciclos -
cerrados que sean reversibles, haciendo mencidén que a cada ciclo corresponde --
una ecuacién de restriccién. Sin embargo, se debera tener cuidado para recono-
cer los ciclos reales de aquellos que no lo son, p. ej., aquellos en los que se
unen especies enzimdticas iguales son ilegitimos, en lo que se refiere a la ob~
tencién de estas ecuaciones, como es el caso de las graficas que se plantearon,
para conocer las ramas de los patrones de King-Altman, usando el Algebra de --
Wang, ecuacidén (3.27),en el que se unen especies enzimaticas semejantes para --—
aplicar el método, pero que de ninguna manera son una representacién del modelo
que se plantea.

Para un mecanismo dado, puede haber mds de un ciclo, por lo que habra -
mas de una ecuacidn de restriccidn y en algunos casos serd dificil identificar_
todos los ciclos de un mecanismo por la simple inspeccidén del mismo; ademis, en
otros casos, el ntmero de ciclos y por ende el de ecuaciones de restriccién, po
dria ser mayor al niamero de parametros a estimar, p. ej., de constantes de vel§
cidad o cinéticas, lo que resultaria en un problema de sobrespecificacién que -
no tendria solucién, sin mencionar el de la estimacidén misma de los parametros.
Afortunadamente, de todos los ciclos solamente algunos son independientes, por
ejemplo, del mecanismo (3.43), la ecuacién (3.56) puede ser obtenida al dividir
la ecuacién (3.58) entre la (3.57). Cuando los ciclos independientes se encuen
tran y son satisfechos, los dependientes son satisfechos automaticamente, por -~
lo que sdlo es necesario obtener los primeros.

Para explicar la generacién de ciclos independientes, usaremos el meca--
nismo de la figura 3.3 y su representacidn grafica de la figura 3.4, que se --
muestran a continuacién.

K17 K23

EAD E
¥ K18 K24
' '
K19 11
1
L)
T
ED
"t
[N}
[
[
K7. 4.
() .
8 i
ECD K1

‘K2 .
Fig. 3.3 Mecanismo para ejemplificér lalgeneracién de ciclos independien
Tes en mecanismos enzimiticos




- 75 <

12

[
s

7 9
'

I

)

St

)

'

jtmmmemmma N ma e (O

Fig. 3.4. Grafica lineal que representa el mecanismo de la figura 3.3.
Primero se escribe una matriz de interconexidén para n-1 nodos de la-
figura 3.4, donde n es ¢l numero total de nodos de la grafica.  Las columnas
de C se forman usando los numeros de las ramas y los renglones, el numero de
nodo. Los elementos de C serdn entonces
Cij 1, la rama que conecte al nodo i
J
= 0, para los otros casos

i

y donde m es el nimero de ramas. Para el ejemplo, la matriz C'dé'intercone-—
xién quedarad de la szgu1ente manera: et e

mero- de rama -~

numero de ndi
nodo 12345 6.7'8 : L
1 Y100, 0005070.70040 500000
2 o 1001000.00041050:70- 00 0005000
3 i 0-1 10.-0.0 1+1°.0:00"0
c = 4 W 6.0 1772000 0:0"10"0:
= 5 ' 07010.0.°1 1-01.0°0.00-:0. !
6. - Vo000 0000 01l 0 00 10t
7 v ’ 0; 00 0 .0-0 0 112 0.01 '
9 ! 00 0 0.0 00 0 0 011 !

En esta matriz C, se elimino el nodo nimero-8.

El siguiente paso es el de arreglar las columnas de C, en dos subma--
trices de tal manera que la primera de ellas tenga columnas que correspondan
a un arbol de la grafica (3.4). En este caso un arbol se define como aquel -
que conecte todos los nodos y no contenga ciclos cerrados. Por lo que, segin
lo anterior, sera un patrén de King-Altman. Uno de estos patrones es el que
se muestra en la figura 3.5, que consiste de las ramas 1,2,3,5,6,8,10 y 11.

'
]
]
1
'
'
¢

Fig. 3.5. Patron de King-Altman de 1a“ figura 3% 4. en“el”qle todos ~-
los nodos estdn. 1nterconectados Yy no:se forma un ciclo .cerrado.
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Por lo que la matriz reacomodada es

ramas del patrén 3.6 ramas restantes

2 3 5 6 8 10 .11

c* =

OO0 O0OO0OOQOO0OHr
‘O 0o0oR kO
0000~ OO0

OO A WN -

que podemos defid}

Se puéae de
pueden sgr,obtenido de

1) La inversaide Una matrlz en base 2 es 1gua1 al valor absoluto de"a inver
sa ordxnarla de la matrlz. Por ejemplo, dado A, la inversa. en base 2 ra:

|51,'_’ A [ a 1o gt
A = || entonces, A " = | | en base 2, A" .=
[ 0-:n1-] o 1] o

2) Las operaciones aritméticas entra dos matrices en base 2, siguen lag si-
quientes reglas. :

a), 1xdl =1

by *1.x 0. =0

,c) 1;+~1 = o}

Sd) e 0l -

Poffbtro,laqb.fpara el mecanismo propuesto, existen cuatro ciclos indepen
dientes { m - n+"1 =12 -9+ 1 = 4), de donde U, -la matriz unitaria, es de -
orden 4, y-el valor de CI.seré: - ’ :

100000 ¢ 2005080

1 1001 1. 0 00

11170 1" 10 Oiuf' bt

000 00 0p |

c; = 0 0.0 L0700 | Ui
0 1o00p i ]

b oAl

= T4




‘1000"|
11 01 -
1010 }1000
o1 0 1 o1 0 0
Ct o 1 o1 10010
l0011 I0001
oo 1ol |
L°°01.
(et (ci2n Wy .
1 2 35 6 81011 47 912
1101710000700 5 0000
c - 0101 10000100
I 00100110 | 0071 0!
i 01011101 ] 000 1]

Cada renglén de C, representa un ciclo independiente gue consiste de¢ ague-
1las ramas que tengan un valor de "1" en la columna j. Estas ramas, abandonan ur
nodo en particular, A, y entran a otro nodo, B. Otra rama presente 2n 2l vectos
debe abandonar el nodo B y entrar a otro nodo. =zl ciclo es completado cuande l:
.ﬁlcima rama entra al nodo A. Las ramas no necesariamente se conectan en el order
en que apaceren en el vector, su conexidn depende de los nodos que abandonan v
conectan, lo cual puede visualizarse refiriendose 2 los datos de la grafica del -
mecanismo {para este =jemplo ver la figura 3.4). Asi, los cuatro cicios indepen-
dientes de la figura 3.3, son:

.

(1, 2, 3, 4)
t2, 5, 6, 7)
(3, 8, 9, 10)
(2, s, 6, 8, 11, 12)

aunque deberi notarse que existen mds de un conjunto de ciclos independientes, g,
ej., (1,2,3,4), (3,8,9,10), {2,5,6,7} y (7,8,11,12), es otro conjunto posible, --
Sin embargo, no todos los conjuntos de cuatro ciclos son independientes. Y ya que
hay doce ciclos (figura (3.6}, para la gréfica-de-la figura-3.4, habrd un  total
de 495 maneras de escoger cuatro ciclos o sea:

r

c = 495

1
4
pero sdio 288 de ellos son independientes. Esto se debe a que existen 288 patro-
nes de King-Altman para esta grdfica y cada conjunto de ciclos independientes --
corresponde a uno de estos patrones., Por fortuna sélo es necesario un conjuntc -
de ciclos fundamentales para un estudio cinético.

———

i B
i {

i
'

1
t f
|
iRt}
: i
Lo
I3

IR

i i

Fig, 3.6 Ciclos posibles de la figura 3.4,
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La generacion de las ecuaciones de restriccidén a partir de los ciclos-
fundamentales y en generla de todos los ciclos presentes en el sistema, se basa
en el hecho de que a cada rama se asocian dos constantes de velocidad, una para
cada una de las direcciones de la reaccién. Para cada rama, por lo tanto, se -
establece una relacidn de la constante de velocidad en un sentido, entre la ~--
constante en el sentido contrario., El producto de las relaciones de todas las
ramas del ciclo forman la ecuacidn de restriccidn. Para el ejemplo anterior,
el ciclo {1-2-3-4) formard la ecuacién de restriccién -

RLEIKS K7 )
K2 K4 K6 K8 ~

haciendo notar que las constantes de velocidad en el numerador se dirigen en un
sentido del ciclo y las del denominador se encuentran en sentido contrario en -
el mismo ciclo.

Después de que las ecuaciones de restriccidn resultantes de los cicles -
fundamentales han sido planteadas, los otros ciclos pueden ser identificados vy
.. ecuaciones de restriccidn correspondientes son generadas, comprobando que -
se han violado las reglas de formacidn por medio de los valores de las cons-
tantes de velocidad de los ciclos fundamentales. El conjunto de ecuaciones de
restriccidn derivadas de los ciclos fundamentales es usado para restringir los
valores de las constantes de velocidad y el conjunto de ecuaciones derivadas de
todos los ciclos se usa para comprobar, al final del proceso de estimacidén, el
valor de las constantes d= velocidad para saber si cumplen con el pricipio del
balance detallado.

4, Combinacién de las ecuaciones de velocidad y de restriccidn.

En el ajuste de un modelo de ecuacidn de velocidad a los datos experimen
tales, generalmente se usa el procedimiento de minimos cuadrados, que seria por
ejemplo, la suma de las diferencias al cuadrado entre la velocidad calculada y
la de los datos experimentales, que matemdticamente se -expresaria como:

. n 2
Minimo de R = === (cal.1 - Obsi)
i=1

donde n seria igual al numero de puntos o datos de que se disponga. Cuando se
tiene que satisfacer la igualdad de las ecuaciones de restriccidén y al mismo
tiempo minimizar el residuo R, que se expresa en la ecuacidén anterior, se pue-
den usar los multiplicadores de Lagrange o alguna de las técnicas de optimiza-—
cién con restriccién. 3in embargo, el uso del método de Lagrnge aumenta el ni-
mero de parametros a ajustar por el numero de restricciones. Para un mecanismo
complejo, habria muchos ciclos fundamentales, lo que incrementaria el ndmero de
constantes de velocidad que seria necesario estimar, ademds de que seria necesa
ria la diferenciacién analitica. Por otro lado, la optimizacidn con restric-
ciodn resulta mucho mds dificil que la aue no contiene restricciones, aunque ---
cuando existen igualdades en las restricciones, el problema de optimizacién con
restriccidén puede ser convertido en uno sin restricciones, por medio de la sus-
titucién analitica. Usando las igualdades en las restricciones, algunos parame
tros pueden ser resueltos en términos de otros y ser sustituidos en la tuncidn_
objetivo; pero, debido a la interrelacidn de las constantes de velocidad en los
ciclos fundamentales, algunas de ellas aparecerdn en mis de na de las ecuacio-
nes de restriccidén, por lo que surge la pregunta: ,Cudl serd la constante de «-
velocidad que se debera usar como independiente para hacer ia estimacion de las
restantes?
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Por ejemplo, una ecuacidn de restriccidn puede alterar una constante de velocy
dad que fue usada para evaluar otra cosntante de velocidad, por lo que es nece-
sario un proceso iterativo que garantice que los nuevos valores estimados sean_
estables para todas las ecuaciones de restriccién. A continuacidn se presentan
cuatro ecuaciones de restriccidn del mecanismo de la figura 3.3,

KL K3 K6 kB _
K2 K4 K5 K7

K3 - K10- K12 K13
K4~ K9 . TKil K14

+
[y

K4 K9 ' K1l K16 K21 = K24
Kz KIS -

K19

K10

K18 K20 K15

K9
15 - Kl K9 K4 K
Kl.s - -K10 K3 K23
KS = K6 . K17 K13 K16

La constante K5 de la dltima de estas ecuaciones podria no satisfacer a_
la primera de ellas.  Pero, s» cada ecuacién de restriccidn es escrita en tér-
minos de una constante de velocidad que no aparezca en ninguna de las otras, p.
ej., aquellas constantes que son Unicas en las ecuaciones de restriccidn, en---
tonces el proceso iterativo no se requiere. Afortunadamente, para cada ciclo_
fundamental existe una rama que no aparece en ninguno de los otros, lo que ocu-
rre debido a la matriz unitaria de C.. Entonces, arreglando de tal manera aue:

k2 = K1 42 K& K3

K7 K5 Ka
K14 = K13 _1%_3 _%(%2 __:&%
K22 = k21 k’%%o_!g _1%% | };gg
K18 = _K%7‘b,'n""“79”" K6 KL '

K20 7K5.. K9....
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los valores de K2, K14, K22 y K18, siempre satisfacen las ecuaciones de res
triccién, ya que estas cuatrc constantes aparecen y se relacionan a las ra-
mas 1, 7, 9 y 11 del arbol 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, de la figura (3.4}, =~
Notese que si las ecuaciones de velocidad fueran expresadas en términos de
constantes cinéticas y las ecuaciones de restriccién en términos de constan
tes de equilibrio, seria muy dificil el combinar las ecuaciones de veloci~
dad con las de restriccidn.

5. Derivacidn de ecuaciones de velocidad para mecanismos en estado
estacionario con equilibrio rapido.

Las ecuaciones de velocidad derivadas con la suposicidn de estado eg
tacionario pueden ser muy complejas 2n comparacién con la suposicién de -~
equilibrio. Sin embargo, la suposicidén de equilibrio no se justifica para
muchas reacciones. Por otro lado, existen reacciones que contienen algunos
pasos en equilibrio y otros en estado estacionario.

Para un sistema general de estado estacionario con algunos segmentos
en equilibrio, el método desarrollado por S. Cha, de factores de concentra-
cidn fraccional, puede ser usado para la derivacidn de la ecuacidn de velo-
cidad. En los pasos en equilibrio la velocidad de reaccidn es mucho mas ra
pida que aquellos en estado estacionario, por lo que se pueden expresar --
como si existierin nuevas especies enzimdticas. £l mecanismo de transporte

que se encuentra en la figura 3.7, se usard para ilustrar el procedimiento_
de Cha.

K7

£ Ep!
J A
As 1P (P=A)
K™ 'Y'K6
' B ] 1( i
A . ENS 1Lu‘
EA .5 = EP!
' K3 :
ESPACIO ; SRR . ESPACIO
EXTRACELULAR MEMBRANA INTRACELULAR

Fig. 3.7 Mecanismo de transporte'para ejemplificar el método de
factores de concentracién fraccional.

La E se usa para denominar un transportador que se une con el sustra
to A, en el espacio extracelular para formar EA en la superficie externa de
la membrana. Entonces Ea se transpone y libera el producto {que ain es A)
dentro del espacio intracelular. La enzima libre (transportador) en el es-~
pacio ingracelular-membrana, necesita transponerse nuevamente hacia el es-
pacio extracelular antes de que pueda combinarse con el sustrato A otra —-
vez.

Se supone que los pasos de adicidén de sustrato y liberacidn de pro--
ducto son mucho mas rdpidos que la isomerizacidén (transposicién) del com-
plejo transitorio (EA-EA') y el de enzima.libre (E-E'}. Asi, E y EA estéan
en equilibrio rdpido, asi como también lo estan E' y EP’',
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5i" nombramos los segmentos de equilibrio rapide E-E, como X y --
E*- EP' como X" el mecanismo de la figura 3.7, resulta ser:

K717
L% «xers e
X 'S
- {3.61)
N~ . e f
Tle . Rara e
Ckard

dende 3, f4,;f7‘y £8 son las concenfraciones fraccionales.

Estas representasn la porcidn relativa de los segmentos de equi-
librio rapido que estan involucradas en le. .reacciédn.

paﬁ'ejémpro; £3 = (EAV/(X), f4 "= (EP*)/ (X’ ). £7:% (E SR,
y £8 = (E)/(X). ' Especificamente para el segmento de- equllxbrlo rapxdo - -
(E-EA), las concentracxones fraccionales son: .

N e (EA)
£3 = e
W
KL(A) /K2
14 (KL(A)/K2) £3.82)
(E}) :
£8 = mmmmm
(X):
e , gD L
1 : s : g K1 (A) {3.63})
De igual manera , ' éqdi;ibfio répido (EP*-EP'},
obcendremos i : B L
fa : Kﬁ(?)(KSf:k (8 (3.54)
1% (KB(P)/KS)- K6(P)
o . ’ B e O R
Los (KG(P)/Ks) EE K5 KG(P) R “{3.85)
Notese que: 3+ fB = 17y tas ‘r7:'s' i,

La ecuacidn de velocidad puede entonces ‘'ser derivada. Los patro
nes de King-Altman para 3.61), son:
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Las especies enzimatica

“asociadas con“estos patrones son:

(X) “:

(k) (3.66)

v si definimos E = (X) " (X'). entonces la ecuac16n de _velocidad .en terminos de -
las concentracxones fraccionales sera ' ; :

v

n

K3F3(X) - Kafa(x'

(K3£3(X) - KATA(X')) (Eq)
: (X) +. (X")

(3.67)

5i sustituimos las ecuaciones (3.62), (3, 63), (3 64),

;(3.66) en la
acuacién (3.67), el resultado sera: o

ey = (KIKIKSK7(A) - K2KAKGKB(P))/(K2KSK7 + K2K5K8
T (KIKSK7 + KIK3KS)(A) + (K2KAKE + K2K6KE)(P
(KIK4K6 + KLK3K6)(A)(P)) -

(3.68)

La misma ecuacidn de velocidad puede ser derivada, usadndo el método estacio
nario. Por ejemplo, bajo las condiciones de estado estable la ecuaCLon de veloci~
dad para el mecanismo de la figura 3.7, es: .

v/(ET) = (KIK3KSK7(A) - K2KAKGKB(P))/((K7 + K8)(K2KS ¥"
(K2K4 + K3K5) + KL(K3KS + K3K7 + KaK7 +
KSK7)(A) + KG6(K2KA + K2KB + K3K8 + KAK8)(P) +
KIK6(K3 + K4)(AX(P)) (3.69)

Si K3, K4, K7 y K8 de la ecuacién anterior, se supone que son mucho mas pe-
quefias que las otras constantes de velocidad (K1, K2, KS y K6}, entonces la ecua—-
cidén de estado estacionario {(ecuacién 3.69), se reduce a una con equilibrio ripido
{ecuacién 3.68). Asi, la ecuacidn de velocidad para un mecanismo de equilibric --
ripido puede ser obtenida tratando el mecanismo como si fuera de estado estacicna-
rin, obteniendose la ecuacidén completa y eliminando aquellos términos que son re-
lativamente pejuefios por suposicidn de equilibrio rdpido. £n el ejemplo anterior,
zon la suposicidén de equilibrio rdpido, K3, K4, X7 y K8 son mucho mids pequenas 3ue
K1, K2, K5 y ¥€; pero , por ejemplo, en el coeficiente de A, en el denominador de

2.69), no todos los términos se eliminan, aunque cada uno de ellos contiene K2 -
y/o K7. Esto es porque el producto de un numero pequefio y uno grande es mucho ma-
ver que el producto de dos ndmeros pequefios. Asi, 43K7 y K4K7 son menores que --
£3KS y KSK7, por lo que solamente los dos primeros se descartaran. Siguiende ei
mismo procedimiento, una ecuacidn de equilibrio rdpido, como {3.68}, puede ser ob-
-~anida de una ecuacién de estado estacionario, como (3,69},
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6, Forma de la ecuacién de velocidad

En la literatura casi todas las ecuaciones de velocidad se expresan -
en términos de constantes cinéticas que resultan de la combinacién de constan
tes de velocidad, Por ejemplo, para el mecanismo ordenado 8i-Bi siguiente

A B

K1 K3 KS K7 £

E == E ==a= (EAB -EPQ)

P 0

la ecuacidén de velocidad, suponiendo que no hay producto, es:

v

KIK3KSK7(A)(B) (E)/ (K2KT(K& + K5) + KIK7(K4 + KS) (A}
+ KIK3(K5 + K7)(R)(B) + K3KSK7(B) R

Si se combinan las constantes de velocidad, se obtiené
en forma de coeficiente, como la que sSe muestra a'continuacién

ando ,a,canténfé'kAB endos contantes,

Otfé manera: seri N
resultaria: i

v, (A) (8) ' S (3.73)

Kia Kb+ Kb(A) + Ka(B) '+ (A) "(B)

La forma de la ecuacidn de velocidad que se obtenga, dependerd del mé
todo utilizado para la combinacidén de constantes. Lo anterior, nos lleva a =
preguntarnos: ¢ Cull serd la mejor forma de ecuacidn ?. Algunos autores ea=
tan en favor de combinar constantes de velccidad en”constantes cinéticas”™, ==
que pueden ser determinadas experimentalmente (p. ej., Vmax, Kmy Ki de la ==
ecuacidén de Michaelis-Menten). Sin embargo, es una suposicidn erronea, ya=
que esas constantes sdlo pueden ser determinadas graficamente y no experimens
talmente como postulan. Por ejemplo Km de la ecuacidén de Michaelis, es una -
constante aparente de afinidad, que usualmente no tiene un significado fisiceo.
Por lo contrario, algunas constantes de velocidad pueden ser medidas por me=~
dio de técnicas experimentales.

Esta situacién se presenta debido a que tradicionalmente se hah usadc
constantes cinéticas en lugar de constantes de velocidad. Segin se vio ante=
riormente, Michaelis & Menten derivaron la ecuacién de velocidad para un mecz
nismo con un sdlo sustrato en términos de constantes cinéticas, por lo que, -
desde entonces han sido usadas. Pero por las diferentes maneras Yue existern-
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de combinar constantes de velocidad, las constantes cinéticas no son Gnicas. =
M&s adn, en detrimento de esta situaién, estd el hecho de que la relacién en—-
tre unas y otras no es lineal, o una a una. Asi, no todas las constantes de-
velocidad pueden ser calculadas a partir de las constantes cinéticas. Por - -
otro lado, si los valores de la constantes de velocidad son conocidos, el va--
lor de cualquier constante cinética puede ser calculado de manera Gnica.

Como ejemplo, consideremos un mecanismo al azar Bi-Uni como el que se-
muestra a continuacidn.

TR N Rl
de donde se puéde‘deducir iafed : i
cientes, resulta:ser ... .. .

v/(Eg) = (CL(A)(B) + Ca(A)’(B) C3(A)(B)Z - catp)
= C5(A)(P) - CB(B)(B))/(CT "+, CB(A) + CI(B) :
+.€10(A)(B) + CLI(A)T +/C12(B) % C13(A)T:(B) = 7~
+ C14(A)(B) .+ C15(P) -+ C16(A){(P) <+ iC17(BJ(P) "=

+ C18(A)(BY(P))rr. o i

en donde

Cl = K1K4KS5KS + K2K3K7K9

C2 = K1K5K7K9

C3 = K3KSK7K9

C4 = K2K4K6K9 + K2K4K8K10

C5 = K2K6K7K10

C6 = KAK5KBK1O

C7 = K2K4K6 + K2K4K8 + K2K4K10

C8 = KI1K4K6 + K1K4K8 + KIKAK9 + K2K6K7 + K2K7K9
C9 = K2K3K6 + K2K3K8 + K2K3K9 + KAKSK7 + K4AKSK9
€10 = KiK4AKS + K2K3K7 + KI1K5k9 + K3K6K7 + KSK7K9
Cll = K1K6K7 + K1K7K9

€12 = K3K5K8 + K3K5K9

Cl3 = K1K5K7

Cl4 = K3KS5K7

C15 = K2KAK10 + K2KBK10 + K4K6K10

Cl6 = K2K7K10 + K6K7K10

€17 = . KAK5K10 + KSk8K10

C18 = "KB5K7K10

En este caso, existen 18 pardmetros-desconocidos en términos de los --
coeficientes Cl1,....,C18, pero sdlo existen 10 constantes de velocidad por co-
nocer, Mads alGn, si suponemos velocidad inicial con una concentracién de pro-
ducto igual a cero, existen 11 coeficientes c desconocidos, comparados con 9 -
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constantes de velocidad por conocer (K10 = 0). Suponiendo que uno pudiera es
timar las 11 constantes cinéticas, seria dificil obtener las nueve constantes
de velocidad, ya que hay mds ecuaciones que incdgnitas. Pero, si1 uno pudiera
estimar experimentalmente o matemdticamente las 9 constantes de velocidad, --
cualquier forma de las cosntantes cinéticas podria ser calculada exactamente.

Para demostrar esto, simplifiquemos auin mds la ecuacién anterior,

N (ca(alB) + c2(A)P(B) + CaANBZ (C7 + cB(A)

Ep) 2 2
+ CO(B) + CLO(A)(B) + ,C11(A)% + c12(B)° +
C13(A)% (B} + CL4(A)(B)?) (3.75)

y para el segundo caso ((A) = (B) = 0), la ecuacién de velocidad serd

b ca (P)

(Ep) 67 .4 5 (P) ; S 3,76)
La anterior ecuacidn puede ser expresada en la forma tradicional-de-la
ecuacion de Mihcaelis-Menten. L ’

v = Vmax (P) S
b " Km.. % - (P) 3077
donde
Vmax c4 ‘ET) - - (K2K4K6K10 + K2K4K8K10) (ET)
Cl15, K2K4K10 + K2K8k1l0O + K4K6K10
Yy
Km Cc7 K2K4K6 + K2K4K8 -+ K2K4K10

€15 = TK2K4K10 + K2KBKI0 + KAKGK10

Por otro lado, la ecuacidn, en el sentido de formacidn de producto, -
no puede ser simplificada a la forma tradicional de la ecuacién de Michaelis-
Menten, ya que hay términos de grado superior con respecto a & y B.

Considerando los inconvenientes mencionados de expresar las ecuaciones
de velocidad en términos de constantes cinéticas y el hecho de que los meca--
nismos de reaccidn se expresan en términos de constantes de velocidad, es mds
légico desarrollar las ecuaciones de velocidad en términos de estas iltimas._
Con esto en mente, s6lo es necesario un método para manejar cualquier tipo de
mecanismo. Mas aun, esta forma de ecuacidn facilita la combinacidn de ecua-
ciones de velocidad con las ecuaclones de restriccidn vistas anter:ormente.

7. Derivacién de la ecuacidn de velocidad para estudios de 1inh:bicidn.

Como se menciond anteriormente, un inhibidor es un compuesto quimico,-
que disminuye la velocidad de reaccidén de una enzima. Generalmente, un inhi~
bidor compite con un sustrato 'normal" de la reaccidn, por la unidn con algu-
na de lag especies enzimdticas, disminuyendo la concentracidn de éstas y por
lo tanto, limitando su cantidad disponible para la reaccidén normal, La acu--
mulaci6n de producto de una reaccidn, tiene la tendencia a forzar la reaccidn
en sentido contrario (buscando unpunto de equ:librio) y por lo tanto disminu-
yendo la velocidad de reaccién. Este tipo de reaccidon es llamada :nhibicién
por producto”. Un inhibidor total es aquél que se une con cualquier especie -
enzimdtica, incluyendo a la enzima libre, formando un complejo que nc es ca—-
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taliticamente funcional, como en el caso de EI del siguiente mecanismo.
Al

=_=_=========‘=E====E E £

—
.

[y =1
L]

-

El comportamiento de los inhibidores puede ser clasificado en cuatro -
tipos: competitivo, acompetitivo, no competitivo y mixto. Los estudios de-
inhibicién pueden ser usados para identificar el orden de formacién de produc
tos o de adicidén de sustratos. '

Ya que un inhibidor es un compuesto quimico involucrado en la reac---~
¢idén, funcionalmente puede ser tratado como un sustrato. Asi, las técnicas-
discutidas en las secciones anteriores para derivar ecuaciones de velocidad -
pueden ser seguidas sin modificacién. Por ejemplo, la ecuacién de velocidad
para inhibicidén de producto, puede ser obtenida de la ecuacidén de velocidad -
total del mecanismo, haciendo que la concentracidn de otros productos sea - -~
igual a cero.

8. Derivacidn de ecuaciones de velocidad en estudios de intercambio de -
isétopos.

AdemAs de los estudios de velocidad de estado estacionario inicial e-
inhibicién , los de intercambio de isdtopos es otra técnica disponible para -
conocer la cinética de las reacciones. Este tipo de investigaciones involu-
cran el marcado de un reactivo con un isétopo radicactive. Usando reacciones
marcadas, la velocidad en cualquier direccién puede ser medida.

El intercambio de isétopos puede ser usado también para identificar -
o descubrir pasos de reaccidn opacados por los pasos principales. Este méto-
do es tan importante que puede ser usado para confirmar el mecanismo derivado
por otro medio., El uso de la técnica supone que el isdtopo tiene el mismo --
efecto o funcidn que el sustrato no marcado.

El método para derivar ecuaciones de velocidad de intercambio de isé-
topos, utiliza el sistema de King-Altman. En el mecanismo de reaccibén, el -
reactivo marcado y las especies enzimaticas que lo contengan son marcadas con
un asterisco y los pasos de reaccién entre dos especies sin marcar, son sefia-
ladas con lineas mds gruesas. Para ilustrar la metodologia, se usa el meca-
nismo de dos sustratos y dos productos con A y P marcados, representandose el
mecanismo en la siguiente forma.

At K1
E = 22 = E,,
2
‘ 1
t
1
Q --. EE B {3.78)
ks | k7 Ka 1 K3 '
e i KS e
= o :
fq #(Epep!
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La velocidad de formacidén de P', asumiendo velocidad inicial es:

= —éggil- KS5(E

dt

A'B

existe una linea: gruesa.
cuatro patrones)

(3.80)

Los términos del denominador de la ecuacién, serdn igual a la suma --
del producto de las constantes de velocidad, por la concentracién de los reacti
vos involucrados en cada paso en la direccidén de las especies enzimdticas no —-
marcadas. Para los propdsitos de derivacién de ecuacisnes de velocidad de reac
ciones de intercambio ionico, las constantes de velocidad y concentracidén de -~
reactivos de aquellos pasos con linea mds gruesa, se suponen como igual a uno ,
esto es, son ignorados.

Asi, para el mecanismo (3.78), D es igual a

D = K2K4 + K2K5 + K3K5(B) ’ (3.81)

Los términos del numerador son derivadcs del =ismo subconjunto de patro
nes de King-Altman. Sélo aquellos patrones que contienen pascs con reactivos —
marcados {con la especie enzim&tica no marcada) hacia la especie enzimdtica mar
cada Nx' (de la ecuacidn 3.79) son usados.

Cada patrdn contribuye a un término y cada término es igual a el produc
to de la constante de velocidad y la concentracién del reactivo del paso de --
reaccidén en la direccién de formacién de la especie enzimdtica X'. Otra vez, -
las constantes de velocidad y las concentraciones de los reactivos de los pasos
con linea gruesa son igual a uno. Asi, solamente las iineas sencillas contribu
yen a los términos del numerador. Para el mecanismo (3.78), solamente hay una
especie enzimdtica marcada en el numerador (E,,}. De los patrones de (3.79}, -
el primero es el dnico que contiene un camino que convierte A', con E, en E '
Asi los términos del numerador son:

N(E = (EJKL(A'X3(B)
A'B)

La ecuacién. de velocidad resultante es:

K1K3K5{A' )(B){E)
(3.82)

K2K4 + K2K3 + K3K5(B)
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cidén de las concentraciones de los sustratos bajo condiciones de equilibric o
de estado estacionario. Bajo condiciones en que los reactivos no marcados es
tdn en equilibrio, (E)  se obtiene a partir del mecanismo (3.78)

Kl(A) (E)
(E,) = ~=F2—cm—m-
A k2 (3.83)
( -Elﬁﬁlﬁé_iél___-

Epgl = T (3.84)

Susti tuyendo
cidn —

se obtiene| después

 KIK3KS(AZ)(A)
fi(xzk4;kaké;xaké(a))

El mismo procedlmiento puede ser seguldo. cuando se obtiene-1la concen
tracién de  E en condiciones de estado estacionario; p

En el siguiente capitulo, se describiréd la obtencién de ecuaciones de
velocidad y de restriccidn para cualquier mecanismo propuesto, por medio de -
un programa de computadora, usando los principios de King-Altman y generacidn
de ecuaciones de restriccidn, seguin lo visto en este capitulo,
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CAPITULO v
GENERACION DE ECUACIONES DE VELOCIDAD POR COMPUTADORA

Cualquier estudio fundamental de la funcidn catalitica debe estar ba-
sado en mediciones cuantitativas de velocidad de reaccién. Al variar las con
diciones en que se lleva a cabo la reaccidn, se pueden hacer inferencias S0-—
bre el mecanismo de accidn enzimatica. Idealmente, tales estudios cinéticos -
deben llevarse a cabo conjuntamente con estudios quimicos y estructurales de
la enzima ¢on el fin de obtener un cuadro definitivo del proceso, pero esto -
sélo es posible si la enzima se tiene en forma pura. Actualmente muchas enzi-
mas no han sido purificadas y los estudios cinéticos son el dnico medio dis—-
ponible para llevar a cabo esta tarea.

Existen muchos factores que influencian el progreso de las reacciones,
por lo que es dificil derivar ecuaciones cinéticas que las describan. El mé-
todo con que se cuenta para evitar interferencias de los diferentes factores,
es el de hacer mediciones de velocidad de reaccién inicial, manteniendo to--
das las condiciones que afectan constantes, excepto una para medir su influen-
cia, con lo cual se pueden descartar aquellos factores que no interfieren en-
el curso de la reaccidn de una manera definitiva, con el fin de que la ecua--
cidn de velocidad que se plantea no sea demasiado complicada e incluya aque--
llos factores que realmente deban aparecer.

El uso del método de King-Altman para obtener ecuaciones de velocidad
simplifica la tarea, sin embargoc, la obtencidn de la ecuacién de velocidad fi
nal, seria el objetivo principal sin tener que detenerse en pasos intermedios.

El programa de computadora que genera ecuaciones de velocidad para -
cualquier mecanismo propuesto, se presenta en el apéndice III. El programa-
estd escrito en lenguaje PL/I, y a diferencia de los apendices I y II, tanto-
las ecuaciones de velocidad como las de restriccidn son generadas. La ecua--
cién de velocidad generada es automdticamente almacenada e insertada en el --
programa siguiente destinado a la estimacién de parametros (ver Capitulo V) .
Por supuesto, las ecuaciones generadas pueden ser grabadas en otro archivo --
ahorrando tiempo en usos posteriores, especialmente si el mecanismo serd estu
diado repetidamente, tal como en la estimacién de pardmetros, ya que la ecua
cidén de velocidad no cambia para un mismo mecanismo. aunque el valor de los -
parametros sea diferente. '

En términos generales, el programa revisa los datos de entrada para ~
las direcciones de los pasos que se dirigen al nodo de interés, descartando -
aquellos que son irreversibles hacia ese nodo, con lo cual se pueden generar-
ecuaciones de velocidad para mecanismos con pasos irreversibles; posteriormen
te, haciendo uso de la teoria de King~Altman de patrones vilidos (de la misma
manera que el programa del Apéndice I) deriva la ecuacidén de velocidad apro--
piada a partir de ellos. A continuacidén, identifica los ciclos independien--
tes para generar las ecuaciones de restriccidn, las cuales, son derivadas y -
arregladas en funcién de las constantes de velocidad i1nversas (de productos a
reactivos)} de las ramas dnicas. Estas ecuaciones de restriccién son confron-
tadas con la ecuacién de velocidad, en el programa que estima las constantes-
de velocidad. Las constantes de velocidad inversas son escogidas por conve---
niencia segin se vié en el Capitulo III. Las ecuaciones de restriccién son -
expresadas como el producto de relaciones de constantes , de todas las ramas-
del ciclo en lugar del producto de constantes de velocidad en una direccidn ,
entre el producto de constantes en sentido contrario, para evitar errores de
sobreespecificacidn durante el calculo de constantes.
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1. Descripcién del mecanismo a la computadora

Seglin se menciondé anteriormente, se debera tener cuidado para identi-
ficar los ciclos en un mecanismo, ya que algunos de ellos son usados para ge-
nerar los patrones validos de King-Altman, por lo que se les puede considerar
como artificiales y ajenos al mecanismo que se estudia. Asi, puede haber dos
graficas para un mecanismo: una con el propdsito de generar patrones de King
Altman y otra para generar ecuaciones de restriccidn; por ejemplo, considére
se el siguiente mecanismo -

@)

w

. ————

@

Las especies enzimdticas encerradas en un cuadro, son las especies re
geradas en comparacidn con las especies "frescas" o especies-libres encerra--
das en circulos. Una gréfica lineal para generar patrones validos de King- -
Altman, agrupa especies enzimdticas iguales en un mismo nodo; asi, con este-
propésito, el mecanismo anterior se convierte en

5
| 2 :
' )
Voo 13 .
SN R T e v ~
a\Jl/A ) (4.2)
. = i
De la gréficakanteribr, se observa que existen tres ciclos: ~—m——-—-
1-2-1, 1-2-4-3-1"y 3-4-3. ' Sin embargo, sdélo hay un cilo en el mecanismo ori

ginal, que es: 1-2-4--3-1., Este ciclo resulta de los dos caminos:existentes
para producir E gt uno por medio de E, y otro por medio de EB. Por lo que, -
para el propésiép de generar ecuaciones de restriccién, la grafica lineal - -
sera R - - "

2 . - 5

(4.3)

H
Womamiion

[ P A 1}
Cw

Para evitar la confusién que existe, causada por las dos formas de re
presentar el mecanismo, solamente la grdfica que representa el mecanismo exac
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to sera usada para describir los datos a la computadora, para generar las - -
ecuaciones de velocidad y de restriccidn. Asi para el programa del Apéndice-
III, la grafica lineal se representara como se muestra a continuacién

2 5 91

(4.4)

Lred
N

—

PN ommmmm b=

BaccacaaW
w

4

NGtese que los nodos y ramas de la gréfica anterior corresponden exac
tamente a las especies enzimdticas y pasos de reaccién del mecanismo original
(4.1). Cada nodo tiene un nimero de identificacidén distinto. Los nodos que-
corresponden a las especies enzimaticas libres, E y en este caso, son nume-
rados consecutivamente empezando con el numero 1, de esta manera, se les asig
na un numero de nodo Unico y los nodos correspondientes a las especies enzimé
ticas libres regeneradas son numeradas de tal manera que el ntimero correspon-
da a la especie enzimatica fresca + 90. Para nuestros propésitos, las espe--
cies enzimdticas libres son aquellas formas que aparecen en un mecanismo de -
reaccidén mas de una vez, una de las cuales, es al inicio de la reaccién. Las
especies enzimaticas libres regeneradas son las especies enzimaticas resultan
tes al final de la reaccidn, siendo igual siempre al numero de especies li-~-
bres frescas. En este ejemplo E_ es una especie enzimatica libre (y rege-
nerada), mas que una intermedia, ya que al final de la reaccidén ésta no se ~-
convierte en E. En este mecanismo, el sustrato B actla como inhibidor y par-
te de la enzima libre E es usada para formar EB. dando por efecto una inhibi
cién de la reaccidn.

De acuerdo a las reglas anteriores, las especies enzimdticas E y E, -
son designadas como 1 y 2 respectivamente (pueden ser 2 y 1). A la especie-
enzimadtica regenerada E, correspondiente a la especie enzimdtica libre E se -
le asigna el ndmero de nodo 91 (o sea 80 + 1), y a la regenerada E_ se le - -

; - . B
asignard el nuimero 92 (90 + 2).

Otra manera de numerar la grafica seria:

2 5

(4.5)

[T {

AR it

91

.4

Es obligatorio para hacer una buena descripcién del mecanismo a la -
computadora, que las especies regeneradas reciban el mismo nimero que las es
pecies libres correspondiente + 90.

Si la especie enzimdtica regenerada E_ en el mecanismo (4.1) se con
vierte a E liberando B como se muestra a continuacidn

(4.6}

e ——a-

[<o PO Y

o
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entonces la representacidn grafica con los nimeros de nodo correctos, seria:

1

(4.7)

(O mmmeme 4
O ~cmeel @

~J>'f-3--(a

Por otro lado. si la especie ‘enzimdtic

.del mecanismo -
(4.1) fuera EC' como_se muestra a- conti acidr e

E

t

)

': (4.8)
entonces la gréfiéa"ap

Lommee

t

b

LN

H (4.9)

)

2 5

Durante el proceso de generacidn de ecuaciones de velocidad, por la-
computadora, los valores de aquellos nodos que tengan numero de nodo mayor a
90, serdn restados de 90. Asi, para la computadora, el nodo 92 de la grafica
(4,4) serd el mismo que el nodo 2 y el nodo 91 sera el mismo que el nodo 1,
para fines de ecuacién de velocidad. Esto en esencia, dirige el curso de la
reaccién de tal manera que conecta el nodo 4 al nodo 2; similarmente, el -«
paso de reaccién 5 es dirigido con el fin de conectar el nodo 3 al nodo 1, -
con lo cual los patrones de King-Altman son generados segin se describié en
el Capitule III. Durante el proceso de generacidn de ecuaciones de restric--
cién, el nimero de nodo (incluyendo aquellos con nimero mayor a 90) no serdn
cambiados, por lo que solamente los ciclos legitimos serdn identificados y -
usados para la formacidn de las ecuaciones de restriccidn respectivas.

2. Resultados

El programa del Apéndice III fue probado con diferentes mecanismos y
las ecuaciones de velocidad y de restriccidén resultantes fueron comparadas -
contra las publicadas en la literatura. Los resultados fueron:

a) Mecanismo reversible de un sustrato

ESte mecanismo es el mds simple que puede ser resuelto:con el progra
ma. Representa una reaccién de un sustrato, termodindmicamente reversible. -
en el que se incluyen explicitamente los complejos enzima—sustrato y enzima-
producto. El mecanismo propuesto es:

K1s K2

= 7(4.10)
K-1 K-2
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cuya ecuacidn de ‘velocidad reportada es:

( KISK2K3 - K-1K =2K-3P ) (Eo)
K-1K-2 "+ K-1K3 K2K3 '+ 'KISK-2 + K1SK-3 + K -2K-3P '+
+ K1SK2 + = K=1K-3P G s

“(4.11)

Con el fin’ (4.10). 8¢ modi-
fico a la siguiente.

3 31 ,
11 2 KOL-)ws(1)K(2)
2.2 3 K('3) K 4) .
3 391 K('5%) s(2)
s(2)

Fig. 4.1

Apéndice III

El resultado del programa es: el~mismo que el .reportado,- 51’5é éimpli-
fica y se hace S(l)-S.; 5(2) P. K(l) Kl, (2)=Ki=1; K(3)=K2, K(d) K -2, --
K(5)=K3 y K(6}= =K -3, Ty .

El (nico detalle due hay que ténéf'én"cuenté siembbe. es que el pro--
grama genera la relacidn de velocidad 1n1c1al entre ‘la’ concentrac1on total de
enzima (Vi/(E) o). A -
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DESCRIFCION TOFOLOGICA DCL MECANISHO ENZIMATICO
NUM IE RAHAS =3

NUM DE NOLOS= 3

1y 501y KO 2

: i K 2y
2 2 BOC3) o KO 4)
3 3 RO ) KC &) 8(D)
SXXXSRESULTALOS AR Rx%%
$ DE ENZIMAS LIERES = 1 Sl : ‘
$ DE FATRONES FOR EL METODO DEL DETERMINANTE=- 3
: ,

IE FATRONES FOR EL METONO FOLINOMIAL= - 3-
FATRONES VALINOS DE KING-ALTHAMN .

PATRON +  RANMAS QUE COMFONEN EL FATRON

by
(SR 3]

CCUACION DE VELOCIDAD.

NODO(01)=NOLOCO1) K
NOTG(02)=NODC(02) IK
*KC 405
NODD(03) =100 03 IR ( 33 %KY
¥R 30 L
DENOH=DENGM FNOT0(01) FRODOCO2 ) +NODO(03)
NUMER=HUMER +NODO¢03) %K S)~NODOC01) %K

(
¢

VELOC=NUMER/LENOMI

Fig, 4.2 Resultados dal Prasfanua del Aréndice III rara el me-
canismo reversible de wun sustrato.
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b) Alcohol deshidrodensss de hissdo

£1 mecanismo rFsrs ls oxidacioénm de etanol ror 1s aloohcl deshi-
drosenasa de higado de csballor 5 concentracicrnes no excesivas e
etanol w en ausencia de pProductos de reaccidne fue establacids For
Hanes et. 31 como?

ki eth
E/~/- SScs=xs=ozooooosshe :/ Jeth
'-* k-1 4 :
L] [}
k-2 1! k20 k=3 11-k30
i : A
i) k4 eth T ,
E/0/~ &=sss=s=s==s===2 E£/0/eth &= ->:/n/ald (4,13)
k=4 .. s e N
\ald
RS
{
EI’T\‘{"f
o N
= I RS
é:
C/~/~

donde (eth) = etsrols (ald) = scetaldehidos (D) = Nan ¥R = NADH.
Ls ecuscibn'de velocidsd Terortads esi . .

NUMERADOR RIS e
U = e Lo N 4, 14)
DENOMINADOR L e

donde Vf = velocidsd 1n1c151,concentrac16n tota

NUMERADOR = hik3k4kSké&(eth) (HAD ) + k k3P4kuk6(eth) ENAH') t

(W1k-2k3 & k- 1k“k4)k‘ ‘i

DENOMINADOR = L1k3IKA(KS +‘H§){e}h

{ath

b KZK3KA(K
'kiﬂk’5 
} k4k6(k
(k~3 i
¢ k"k3k6(?—4 Lw4 b k3)

b k—:k3kﬁ<k44, K=2k6(k=3 + k-4 + x5)

El mecanismo se represant":r fines de descrircion s 1s com-

ritadora como?



K{(1)5(1)
E: SEmmoszonsssassss> 61
it K(2) e
e e
i) 4 gy
t AR
3! e
ES2 ;::::::;:::::::E ES
: K8) S
{(4.15)
Los. datos des FthDS del mecan1=m0 g 10= resultadus se Fre~
sentan en lss flSUPES 4¢3 9 4,40

& 5 1 e :
11 3 KC1Y 8(1) KD
2010 2K 3 S(2) K( 4)
32 4 K¢ 73 S(1) K¢ 83
43 4 KO5) B(2)Y-K¢ 8
S 4 SSRGS 0. 33
6 591 K(10) .~ - 0 5(4)
5¢2) : s

Fis, 4.3 Dsto

rtivos del mecanismo (4,13) rara el Fro-
irama del Aréndic T R

Fars

Fameré uns, dcuscibr de. restricdion aue
fuses . : S S

N(Q) = K(l)*(h(4) h(3)) (h(B)/K(?))#(h(u)’K(u))

debido s Qaue el macan:sm
reaccian en el mx:mo CES reverstble

~

iclo cerrado v que csda raso de




UESCRIFCION TOFDLOGICA DEL MECANISHO ENZIMATICO .
NUM TE PAMAS =6

NUM IE N0D19='5

IKC L) B¢ KC B

2K 3) 8(2).KC &)

A RC 28 KO B
4 KO 5) 8¢y K€ &)
5 RKC9Y 7 0: B3y
LRG0 o 0.75¢4)

[N I S 5 RS
msuu“g;

9

*****RESULTADO°****#*

+ DE ENZIMAS LIBRES = 1 . ,
& IE FATRONES POR EL* METORO DEL. nsrsamruavrc—
# DE FATRONES FOR EL METODO FOLINOWIAL

oy
U

2

FATRONES VALILOS DE KING ALTHHN

PATRON & RAMAS QUE COHPDNEN EL PATRON

Ben &gy 0,

-
+ O N0 MG WY

g Y eV SYS e

TCOI=(KC 1)/K( 2) 1IK(K (C7IRRC A /R 3D

NVC=0137
NCON=017¢ :
IFRC 2)=14

~3
~

Fis, 4.4 Resultados del rrodrans del Aréndice III del mecanis-

wo de oxidscidn de etsrnol ror ls slecohol  deshidrodensss de ni:

de caballao.
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ECUACION DE VELOCIDAD

NODO(O1)=NODOCOLItK ( 7)XSCL)AK( 5)KE(2IXK( PIRK(10)IK{ -2)
ARG 7045 CLRKC0 PIXRCI0)ERC 2)EKC 7)%S(1)14K{ 6IIRKCIQIHK( 4)
RO IES(IRKE PIKKCL0)ERE 41 %K BIAKC SH(S{DIKKLL0NHKL 2
ANC 4)RK( PIERCL0IHKE 21aK( ) INL SIXKC10I+K( 2)¥K( 4)
kK 8)RK(10) %
NODOD(O2)aNODOCOZ2) 4K ¢ 1)RSCLIRKC 8)RK( SIXS(2IXK(10)+K( JIXS(2)
KO SIRS(LIRRC PIAK(10)+KC IIRS(2IXK( 8IKK( SI%kS(2IXN{10)
RO 22RKC TIRSC2IRKC 9IRKLROIHRC 29AK( BIXS(2)XKE S)XK(10)
KO 2)KKC 30kGC2IKK( BIAK(L10) 4
NOTOCO3)=NQDOCAT) tRC 1)*SCLIRRC 7I¥SCLYRRE P)IRK (102 +K¢ 1)*J(1)
AINC ZIXS(LIRRC SYXK(I0)HKC 3)2G(2)XK( PIRS(L)IKKL &I %K(10)
RO LIXSCLERRC A RKC PIRROLOIHRC 1IXSCLI ARG IXKE GIXK(10)
BXC LIRS C1) AR 4)1KRKC 8)XN(10);
NODO(04)=NODOCOAI R 13KSCLIIRNC ?)RS(1IRNC S)XS(2IXRK(10)
R 3IRSE2IRKC PHrRSOLIRK( SHIRS(2IRK (101K ( 1I%S(LIXK( 4)
AR SIRSCDIXRLOIHRC 2DHIXRC JIRS(2IKK( 7IRS5(1IXK{10) 5
NODGCOS) =NODOCOT +R (¢ IXSCIIRK( MIXS(IIRK( SIS IkR( 72
KO 2DIEKC IIRGI2OXKT 7)ASCLIRKE P EKC 1IRSILIKRKC 2r%S8(1)
R SIRSC2IRRC 2rHK( 1IXS(LIIRR( AIKK( SIRS(2IRK( D)3
DENOM=DENON+NODRO(01) +NODO(02) +NODDLOT) +NODO(04)+NODO(0S) §
NUHER=NUMER+NODD(OQLYXK( 3)%S(2)-NODBO(O2)%K{ 43+NODDCO3IKK( S
*¥S{2)~-NODO(O4I kK¢ 533

YELDC=NUMER/DENOM}

Fide 4.4 Continuacién,

La ecuscién de restriccibn rerortada debido a la reversibili-
dad aicrosclrics es?

1k 3k-2k-4 = k-1k-3k2k4 ' o tas)

Una vez w3s se ruede demostrar ror comraraci6ns haciendo - los

canbios debidos en lg notacion, aue el resultado del rrogrsms &5
idual 3l rerortado en la literatura,

c) Mecanismo hirotético

£l siguiente wmecanismo se elanted rars demostrar 13 técnics de
Feneracidn de ecuaciones de restriccidn,

K(1)s(1) Kt®)
1 g====== =22 2 gs=saszss = g
* K2 K0S i :
i o ' P
K@Y 11 K(7)S(2) KC4) 11 K(IIS(D) KD K(11)8C2)
i e L E IR
1} KeSIs(D e Ke13) ty -
4 = = =x 3 & =4 (4,17)
M K¢d) K5 LI '
| N RN
K(20)8¢4) 1IK(19) K(14628¢A)1IK(18) K(2ISCAINL Ke24) -
t i 1
1y KU17)8(1) 1y K¢23) 'y
0 = E RS 21
K(i@) K(24)5(3)

Las datos de entrads sl rrograma W los resultados se epresentan
en las fiduras 4.5 4 4.4, resrectivamente
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K¢ 1) 5¢1) K(C 2)
K¢ ) S¢1) K¢ &)
K¢ §) S5(1) K¢ &)
KC 7) S(2) K¢ 8)
K¢ 93 K(10) S(3)
KC11) S(2) K(12)
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Fid. 4,5 Datos descrirtivos del mecanismo 4.17 para el rProgra-

sa del Aréndice III,

En este caso se deneraron €1 mismo pdmero de ecusciones de
restriccibne esto es 12y aue es el valor rerortado. Cabe mencionar
aue el rprodrama tambien determina lss ecuaciones de restriccidn
fundamantales w lss serasrs del total de ecusciones obtenidss. Fsra
aste edearlo resultaron 4r cue son las ¢ltimas aue se muestran en
13 figura 4.6 ¥ aue estén en funcién de K(2)s K{(14)» K(18) w K(22).

TCO1I=(K( 1)/K( 2)) k(K¢ J)/K8 4))*(KN( 6)/K{ S1I¥(K( B)/K( 7))
TCODI=(K( 1I/KE 2)IR(KC 2I/K(10) ) %(K(11)/K(12))I%(K(14)/K(13))
TCOD)=TCO2I¥(K( &)/K( S)Ik(K( 8)/KC 7))
TCO3)=(K{ 3)/K8 41K (K13 /K14 IR (K12 /K(11))%(K{10)/KC 9)) i
TCO4Y=(K( 1)/KC 2)1(K$ PI/K(100)%(NC11) /K (12D )% (K(21)/K(22)) i
TCOAI=T(04)K(K(24)/K(23) )X (K(16)/K(15)3(K( 6)/KC S)IX(K( BY/
K¢ 7))
TCOSI=(K(I3)/K(14))%(K(21) /K(22) )X (K (24 /K(23) )k (K(16)/K(15)) 3
TC04)=(N( JI/KB 4))K(K(1S)/K(16))IK(K(23)/K(24) )% (K(22)/K(21))}
T{0A)=T(OS)X(K(L12)/K(L11))IXC(K{10I/K( 9))5
TCOZ)=(K(¢ 1)/K(C 2))%(K{ 3)/K8 ))IK(K(1S)/K(148) )%(K(18)/K(17)) 5
TCO7)=T(O7)K(K(20)/K(12))X(K( BI/K( 72)% ’
TCOBY=(K( 1)/K( 2))%(KC PI/7KC10)0K(K(11)/K(I2) )3 %{K{14)/K(13)) ¢
T(OB)=T(OBIK(K(1S)/K(16))%(K(18) /K(217))k(K{20)/K(19))%(K( 8)/
K¢ 723)i
TCOP)=(K( 1)/K(¢ 2))%(K( 9)/K{10))k(K(11)/K(12)I%(K(21)/K(22)) 7
TCO?)=T(OPIR(K(24)/K(23)IK(K(18)/K(17))%(K(20)/K(19))%(K( 8}/
K¢ 2203
T(10)=(K( S)/K¢ &IIR(K{13)/K(14))K(K(21)/K(22)1¥(K (243 /K(23))+
T(10)=T(10)K(K(18)/K(17))8(K(20)/K(1P)) ¢
T(11)=(K( 3)/K8 4))k(KC &8)/K( S)IX(K(19)/K(20))%(K{17)/K(18)) %
TCI)=TOIIIR(K(23) /K240 (K(22) /K(21) ) R(K(12) /K(21))%K(K(10)/
K¢ 2234
T(I2)=(K(¢ SI/KC 6))IK(KIL1S)/K(18) ) R(K(LIBI/K(17) )R (K(20)/K(19))3
NVC=127
NCON=043%
IFKC 2)=1i
IPK(14)=1;
IFK(22)=13
IPK(18)=1}
KC 2)=K¢ 1)%(K¢ 8)/KC 70 1x(K( 6)/7K( S)Ix(KC 3)/K8 40
K{14)=K(13)k(K( 3)/K3 4))%(K(10)/K( P))IR(NC(12)/K(11))
K(22)=K(21)k(K(121) /KC12))IK(K( 2)/K(10))%¢(K8 4)/K( 3))
AR C18) /K1) I R(K(24)/K(21)) 5
KC18)=K(17)%(K{12)/K(20) )% (K( &)/K( S))R(K(16)/N(15)) 3
Fid, 4.6 Ecusciones de restricciém del mecarismo 4,17 deners-
das ror el rrograma del Aréndice III.

N
’
a
’
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Los resultados del programa para generar ecuaciones de velocidad y de
restriccidn son idénticos a los reportados en la literatura en los ejemplos-
citados. Esto es cierto, siempre y cuando, los datos de entrada describan-
exactamente el mecanismo bajo consideracidn, ya que de otra manera se gene--
ran ecuaciones incorrectas que no describen el fenémeno, o bien, el programa
envia mensajes de que los datos de entrada son incorrectos.
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CAPITULO v

CONSTANTES DE VELOCIDAD

La descripcién cinética de un mecanismo enzimidtico, demanda no solamen
te el establecimiento de la topologia de interconversiones entre las especies
enzimaticas, sino también la evaluacidn de las constantes de velocidad elemen
tales para esas interconversiones, Sin el completo conocimiento de las cons-
tantes de velocidad elementales, el mecanismo de reaccién puede ser discutido
en términos de varias especies enzimiticas y su quimica de proteinas, pero ~-
nunca cuantitativamente. En este capitulo se examinaran las tres formas expe
rimentales para la evaluacién de constantes de velocidad: Cinética de estado
transitorio, Cinética de relajacidon, y Cinética de estado estable.

Un aspecto importante a considerar en la determinacién de constantes -
de velocidad, es el hecho de que varia con cambios de los factores ambienta--
les, especialmente con la temperatura y el pH. Se considerd también la in--
fluencia de tales factores en las contantes de velocidad.

En la ségunda parté‘dei capitulé se describen los métodos numéricos de
que se dispone, para‘obtenerflas constantes-a partir de los datos experimenta
les de velocidad:de reaccidn’y concentracidn de .reactivos y/o productos.

I.
1. Cinética-de estado estacionario
1.1 Métodos de flujo

E]l método usual para medir la velocidad de una reaccidén quimica es el-
de mezclar soluciones separadas de los reactivos y medir el progreso de la --
reaccién, por medio de muestreo discreto o continuo de la mezcla de reaccién.
La mezcla lenta (relativa a la vida media de la reaccidén) no permite hacer -
mediciones al inicio del proceso, por lo que la velocidad a la cual el mezcla
do puede ser llevado a cabo, establece un limite superior a los pasos de velo
cidad de reaccidn que puedan ser aislados y medidos de esta manera. El mez--
clado de dos soluciones por métodos manuales tomo como regla general 2 o mas-
gsegundos, lo cual es mucho mas lento que el tiempo que toman algunos pasos de
reaccién enzimitica en llevarse a cabo. Este tipo de mediciones, pudieron --
ser practicadas hasta que Hartridge y Roughton, introdujeron el uso de técni-
cas de flujo para andlisis de reacciones rdpidas.

Existen dos tipos de técnicas de flujo. En la técnica original de --
flujo continuo, las solucicnes de enzima y sustrato son forzadas a pasar den-
tro de una cémara de mezclado a alta velocidad y la mezcla de reaccidn fluye-
de la camara a un tubo de observacién. El tiempo requerido por la mezcla pa
ra alcanzar cualquier punto a lo largo del tubo, depende de la longitud de la
camara de mezclado y de la velocidad de flujo. El progreso de la reaccién so
bre un intervalo de milisegundos puede ser monitoreado, tanto por observacidn
en diferentes puntos a lo largo del tubo 3 una velocidad de flujo, o por oh--
servacidn en un 30lo punto a diferentes velocidades de flujo. En la técnica-
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de flujo detenido, desarrollada por Chance (1954) y por Gibson (1969), la mez
cla de reaccidn es inyectada rédpidamente a un tubo de observacidén y detenida-
repentinamente. El progreso de la reaccion es monitoreado en un solo punto -
después de que la mezcla ha sido detenida; la medicién rapida de propiedades—
dpticas o cualquier otra propiedad fisica del sistema, es posible mediante el
uso de un osciloscopio de rayos catddicos. La técnica de flujo continuo, que
se basa en el uso de un flujo relativamente prolongado de la mezcla de reac--
cién y que usualmente contiene una conceniracidn alta de enzima, es la mis -~
usada. En ambos casos los avances en los disefios de ingenieria de los apara-
tos de flujo, ha permitido aumentos de velocidad y mezclados mds rapidos con-
una menor turbulencia y con tiempos de resolucidn que actualmente alcanzan --

los 10 segundos.

1.2 Formacién del complejo enzima-sustrato

El mecanismo bdsico para una reaccién de un sustrato consiste de tres-
pasos elementales, caracterizados _por las constantes de velocidad Kl K-1 y -
K2: g : : !

E Kl S ES K2 - E

K-1

+ Productos (5.1)

Cuando la relacién de sustrato/enzima es alta, el sistema estard en es
tade estacionario durante la mayor parte del tiempo de reaccidén. Sin embar—
g0, ya que la enzima existe como E y no comoES antes del mezclado con el sus-
trato, el sistema atraviesa después del primer mezclado por una fase de esta-
do transitorio, durante la cual, la relacién de (ES)/(E) va de cero al va—
lor de estado estacionario. Al inicio del estado transitorio, antes de quwe —
se hayan formado cantidades significativas de ES, los pasos K-1 y K2 son des-
preciables y solamente el paso K1 es significativo; esto es, el sistema con--
siste de una reapcién de segundo orden:

Si alguna propiedad fisica de la enzima libre o del sustrato libre fue
ra lo suficientemente diferente de aquella del complejo enzima-sustrato, como
para permitir que el paso de reaccién simple sea monitoreado por técnicas de-
flujo, K1 podria ser estimado directamente sin interferencias de los pasos --
K-1 y K2, Una vez que K1 es obtenido, las otras dos constantes pueden ser es
timadas de mediciones de estado estacionario. La ecuacién de estado estable-

para este sistema es:

K2 (E)O * S

KL , (s:2)

As{ K2 puede’ ser calculada por- medio ‘de la-velocidad de saturacion'-'-~
K2(E)o. Conociendo Kl y K2 K 1 puede ser calculada de Km.: :

El estudio de Chance (1943) del mecanismo de la peroxidasa (5 3). ilus
tra este procedimiento para medir constantes de velocidad.
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K1 H. O K2 (=K2°*A)
E sssss=fafax E/HL0, =moommmeeeeos ~ E + Productos (5.3)

La peroxidasa es una enzima que forma una solucibn roja, cambia su es-
pectrode absorcién drasticamente por la combinacién con H,O, por lo que Kl --
puede ser estimada de observaciones rdpidas de este paso de combinacidén, Mds
atin, el complejo E/H_,0. es medible a través de la reaccién y K2 (o mds pre-
cisamente K2°A, ya qué en este caso es una constante de pseudo primer orden,-
que incluye la concentracidén de algin donador de hidrégeno A, tal como el ver
de de leucomalaquita) puede ser estimada directamente de la relacidn.

_d_{producto) .5 (E/H,0,)

La verificacién de esta relacidon para este sistema y la concordancia -
del estimado de K2 entre el esta transitorio y el estado-estable, did una - -
fuerte evidencia para la teoria general, de que el complejo enzima-sustrato -
era un intermedio obligatorio en la catdlisis enzimitica.

1.3 Formacién del producto de reaccién.

La formacién del producto de reaccién puede ser monitoreada durante el
estado transitorio, por medio de técnicas de fluJo. ‘Para el 'mecanismo (5.1),
la velocidad de cambio de (ES) es e o

e kl‘;s (E) - (K-1 + KZ)(E )\
KL.S - (E) ’ |
5 (5.4)

(5.5)

y entonces: :

- K2K1S(E)o = 0O 15,7)

Si se emplea una alta relacién S/(E)o, seria consumido relativamente -
poco sustrato a-través del estado estacionario, asi que S permanecerfia muy --
cercano al valor de So al inicic o tiempo cero. Dada esta condicién, la ecua
cién (5.7) va a ser una ecuacién diferencial de segundo orden con coeficien—-
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cientes constantes. Su solucidn es:
P = Po + _~§2KISo(E)ot . K2K1So(E)o 2 (e -{K1S0 + K-1 + K2)t_1)
KiSo + K-1 + K2 (K1So + K-1 + K2} i B (5.8)

Si no se adiciona producto al inicio de la reaccidn, Po_es igual a ce-
ro en la ecuacién (§5.8). Ademds el término exponencial puede ser expandido ~
en series de potencias en su forma estandar

2 3 n
P AT 3 . MR, MO . M {5.9)

2! 3! n!

Esta serie de potencias disminuye rdpidamente en el estado estaciona--
rio cuando t es pequefia. Sustituyendo solamente sus primeros tres términes -
en la ecuacién (5.8), la reduce en

K1K2So(E)ot>
2 , (5.10)

Asi el producto de reaccién se acumula exponencialmente con t, en la -
fase temprana del estado estacionario (Fig. 5.1) y graficando P vs t” resulta
una grafica lineal cuya pendiente es igual a K1K2So(E)o/2. Con K2 obtenible-
de la velocidad de saturacidn del estado estable, K1 puede ser calculada de -
esta pendiente. Una vez que K1 y K2 son conocidad, K-1 es obtenible de la Km
de estado estacionario (ecuacién 5.2).

Posteriormente, segin t se¢ incremente, el término exponencial en la —-
ecuacién (5.8) se convierte en despreciable y el sistema formalmente pasa de-
estado transitorio a estado estable. Por lo que la ec. {5.8), suponiendo que
Po=0, se reduce a:

K2K1So(E)ot - K2K1Sa(E)o
KiSo + K-1 + K2 (K1So + K-1 + k-2)2

(5.11)

Por lo tanto, P se acumula ahora linealmente con el tiempo (Fig. 5.1).
La extrapolacién de esta regidn lineal intersecta el eje t en t de retraso. -
Dado que la concentracidén es cerc en el eje de t, el valor de t de retraso sa
tisface la ecuacién (5.12).

KZKISO(E)OtIft K2K1So(E)o
- 3 =0 (5.12)
K1So + K-1 + K2 (K1So + K-1 + K2) R )

que resultar{a en

t ”';i f" !
ret L (5:13)

Si la concentracidn
esto se reduce a : :
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Por lo que, como sugirld Gutfreund (1955), t de retrasoc obtenida a ni
veles de saturacidn de sustrato da otra ruta para la estimacién de K1 durante
e] estado transitorio.

Las ecuaciones de estado estacionario de mecanismos mds complejos han-
sido tratadas generalmente por Darvey (1968) y por Hijazi y Laidier (1973).-
Darvey demostré 4u2 t de retrasc es independiente de la concentracién de enzi
ma y que es expresable por una relacién entre dos polimonios de concentracién.

z z-1
sz +om § oeereies + Wy S + mo

z 2-1
sz + dz—l ) +........ + ql S + do

Todos los coeficientes . d son del mismo signo pero el signo de las m-

varfa. Mas aun, lart de retraso’ puede  ser: tanco negativa como positiva, co-

uac ones para una variedad de-

mecanismos ‘de bedecian la forma gene--

ral de

Bi

i=i i=1i

donde v es la velocidad de estado estable y el nimero de términos exponencia
les es igual, al ntmero de especies enzimaticas en el mecanismo. diferentes-
a la enzima libre; la suma de los exponentes, A+ Ferae + o=
An, es igual a todas las lineas de reaccidn en el mecan%smo (por ejemplo, -
todas las constant2s de velocidad monomolecular y todas las constantes bimo-
leculares, cada una multiplicada por su ligando no enzimatico asociado). - -
Esta ecuacidn, que ha sido aplicada a la éuimiotripsina, fosfatasa alcalina-
y a la miocina, da un procedimiento general para estimar constantes de velo-
cidad bimoleculares. Cuando un ligando S reaccione con una sola espebie en-
zimidtica en el mecanismo, en un paso bimolecular Ks, por ejemplo:

S + Es Ks EsS

la constante Ks serd obtenible de la pendiente de la grdfica lineal derivada
de (,11 + ,12 + ,13+ sese+ An) vs 8.

Fig. 5.1 Formaciéh'del'pr&ddctaidubhhtevéiyé%tadd transitorio.
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2. Obtencidén de constantes a partir de cinética de relajacién

La posicién de equilibrio de:cualquier reaccidn quimica es:-determina-
da por el cambio estandar de energia libre de reaccién

Nco = -Rt 1n Keq - (5.14)
R = contantes de los gases y T = temperatura absoluta

Alguna perturbacién en la temperatura o cualquier factor fisico que afecte -
£. Go invariablemente altera la Keg. Consecuentemente, si tal perturbaciodn
es impuesta en un sistema de reaccidén que ha estado en equilibrio, deberd --
haber un cambio quimico neto en el sistema, con el fin de obtenerse una nue-
va posicién de equilibrio apropiada. Si la perturbacién puede impon:rse ré
pidamente, seria posible seguir la respuesta quimica o relajacidn del siste-
ma. En esta base, Eligen (1954) desarrolld una herramienta totalmente nueva
para estudiar procesos elementales de velocidad, con un tiempo de resolucidn,
que va de minutos hasta fracciones de nanosegundo.

Varias son las perturbaciones fisicas que son dtiles en estudios de -
relajacién quimica. Con el fin de incrementar la velocidad, un cambio de -~
presién, saltos de temperatura, absorcién de ruido y cambio de campo eléctri
co son empleados. En la técnica de salto de temperatura, que ha sido amplia
mente aplicado a sistemas enzimaticos, una corriente de alto voltaje se des-
carga a través de una mezcla de reaccidn que tenga una alta conductancia - -
electrolitica. Un salto de varios grados en temperatura puede ser inducido~
en microsegundos, permitiendo usualmente por,medios_dpticos, la observacién-
de respuestade relajacién en el rango de 107 a 10”° segundos. La respuesta
puede ser grabada con la ayuda de un osciloscopio.

2.1 Reaccidn de primer orden.

Una relajacidén quimica que puede ser tratada simplemente, es la de —-
una interconversién reversible entre dos configuraciones de enzima, EP y ET:

K1l -~
,‘z\i : o K-1

Eg

Iniciaiménte, el sistema esta en equilibrio a temperatura T. Después
de que se cambia a T°, la concentracidén de las dos especies enzimdticas a di
ferentes tiempos puede ser expresada como:

CONFORMACION  CONCENTRACION  CONCENTRACION CONCENTRACION DURANTE

ENZIMATICA INICIAL A T FINAL A T LA RELAJACION
R Eﬁ ER ER + X
no A * -
T EQ ET ET - X

Durante la ‘respuesta de relajacidn, la enzima es distribuida entre —-
las dos conformaciones, asi que x, que es la distancia a la nueva posicidn -
de equilibrio, es finalmente reducida a cero. En cualquier instante durante
la relajacién, la ley de accidén de masas requiere que .
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e e RIE - RAEY E (KL KD (5.18)
dt dt S ok

brio ha sido reestablecido a -
uelve ‘a’ ser estac1onar10, en -

Eventualmente, después de que el éhui
la nueva temperatura. el sistema de reaccién

En tal casoy. estos, ermlnos pueden ser eliminados, sin consecuencia,-
de la ecuacidn: (5 1 i ndose solamente S

que después_de. '

(5.186)

repr senta la amplitud de X a1 inicio de la res-
mad distancia entre Eﬁ:‘y HE ; Con esto ‘en mente, -
6 puede ser reescrita: como” o

En esta
puesta, la cual’
la ecuacién: (S

(5.17)

El tlempo de relajacién d es el tlempo requerido por X para ser redu-
cido a 1/e deisu amplitud original (fig. 5. 2) fSu rec1proco da’.la suma - -
(K1 + K-1). s ' '

Fig. 5.2 Representacién del proceso de relajacién.



- 108 -

La relacidn de K1/K-1 es por supuesto la constante de equilibrio a T':

Keq = -Ex- = '-5.1.-
ER K=1

Conociendo tanto la suma como la relaczén entr Kty K ;.fiéEQGOS‘—.-
constantes son facilmente estimadas. Fie o

b) Reaccidén de segundo orden.

Considerando una combinacién reversibl “una enzi-

ma en la forma:

e‘accidn de ma--
sas requiere que “

d((ES)

D) e

€va temperatura T°, -

obtenemos *.

T 5.9

—,aa
Si X-.es:, a;ée.y~lhfihtegracibn
resulta en: P ]
15,20}

En este caso el tiempo de relajacidn reciproco es determinado varian-
do linealmente la suma de enzima libre y sustrato libre, la constante bimole
cular K1 estd dada por la pendiente de su griafica lineal y la constante ncny
molecular K-1 estd dada por la intercepcidn de esta grafica lineal sn el -
eje 1/7.
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La derivacién de la ecuacidén (5.20) requiere la suposicién de que X -
es muy pequefia y por lo tanto, X es despreciable en la ecuacidén (5.19), en -
general, la aplicacidn vadlida de relajaciones quimicas depende de que se tra
baje con concentraciones de perturbacién, que sean relativamente pequefias --
con respecto a las concentraciones totales. Los mecanismos con pasos rever-
sibles miltiples generan tiempos de relajacidén miltiples. Los diferentes pa
sos d¢ reaccidn estan acoplados unos con otros, por lo que el aspectro de --
tiempos de relajacion son, en efecto, valores caracteristicos del sistema de
ecuaciones de velocidad.

En el lado experimental, debe ser observado que la extensién a la - =
cual los tiempos de relajacidén pueden ser resueltos, depende de que tan dife
rentes sean en magnitud. Y ya que la posibilidad de que resulte una sola re
solucidn siempre existe, la deteccidn de un tiempo simple de relajacién no -
es prueba concluyente de que el mecanismo tiene solo un par de pasos'reversi
bles, mientras que la deteccidén de mds de un tiempo de relajacidn seria prue
ba concluyente de que existen pasos multiples.

2.2 Isomerizacién del complejo enzima-sustrato

La cinética de estado estacionario es una herramienta poderosa capaz-
de delinear la topologia de reacciones de diferentes ligandos en un mecanis-
mo, pero es incapaz de detectar la isomerizacidn de complejos centrales enzi
ma-sustrato que nb reaccionan con algin ligando. Por lo que las cinéticas -
de estado transitorioc y de relajacién deben ser empleadas para estudiar tal-
isomerizacién., El modelo mds simple para la isomerizacién de un complejo --
enzima-sustrato es:

Sus tiempos de'relajacién Ti y Tz’son las ‘raices-dela-ecuacién cua-—
dratice (5.21) R : b N

(1/152 (5.21)

(5.22)

7, KL(E' + S) + Kl

De las dos, 1/7, varia linealmente con (E+S), mientras que 1/7, varia
hiperbdélicamente con (%+S). Este Gltimo tipo de comportamiento hiperbdélico-
es ejemplificado con las observaciones de Hammes y Hurst (1969) en la inter-
accidén de la creatinquinasa-ADP (fig. 5.3).

El paso elemental en cinética es algunas veces elemental solamente ——
hasta que puede ser resuelto en componentes, lo cual es mas elemental. En -
tales casos el estimado original para la constante de velocidad requeriria -
interpretacién en términos de las constantes para los pasos nuevos. Este -—
proceso continuaria hasta que todo las confsormaciones significativas de cada
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especie enzimdtica en el mecanismo han sido deseritas. Atn as{ , el paso - -
(ES)* de isomerizacidn podria eventualmente probar ser compuesto.

3. A partir de cinética de estado estacionario.

La ecuacién de velocidad (5.2) del mecanismo:(5.1) 'ugdé‘ é"ieescrita
para dar: e o

= K2, (5.23)

(5.24)

Vig bmvec

t/ .
3 1 1 1 1 1 L ] N R |

2 o3¢ < $ 20 2y 3G 3% 40 45 sC
SENTTR e
Figura 5.3 Reciproco del tiempo de relajacién para las interacciones
de la Creatinquinasa-ADP. La curva continua es la linea tedrica para la iso
merizacién del complejo enzima-sustrato, la curva punteada es obtenida des-~-
pués de hacer correcciones para la coplacién de pasos de reaccién.

La ecuacidén (5.4) primero se tranforma en la (5.25) y posteriormen-
te en la ecuacién (5.26).

(5.25)

L (5.26)

La ecuacidén (5.23) resulta en K2 cuando la concentracidn de enzima es
conocida y la ecuacién {5.26) de un estimado minimo de K1. En el paso K1, -
la enzima y el sustrato chocan en solucidn y una fraccidén de las colisiones -
produciran un complejo enzima-sustrato. 3Si esta porcidn productiva alcanza -
la unidad, el complejo seria formado ran rdpido como las moleculas de enzima-
sustrato pudieran difundirse. Bajo estas condiciones se dice que son contro=-
ladas por difusién._ Pasa un? molecula de sustrato pequefia con in coeficients

de difusién de 107 ¥ una modecula de enzima grande con un coefi--
ciente de difusién de éO cm,oseg l'a Kl controlada por difusidén de espera -
que sea del orden de 10~ a 10 seg~ la cual representa el tope supe-—-

rior absoluto de K1,
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Las mediciones de estado estacionario dan solamente K2 y un estimado -
minimo de Kl en el caso del mecanismo (5.11), pero dan todas las constantes~
(K1, K-1 y K2) en el caso del mecanismo del tipo peroxidasa (5.3), donde K2-
es una constante de pseudoprimer orden. La velocidad de saturacién de esta-
do estacionario y la constante de Michaelis para este mecanismo son:

v = K2'A
H,0,
kmPz = K2A__r Kol

Frimero,_ ' puede ser determinada de la velocidad de saturacién por -
unidad en21mética. Dado 'que  Km2'2 se incrementa linealmente con A, con una -
pendiente- igual a K2 /K1, una vez conocida K2', Ki ~también puede ser obteni-
da. Finalmente teniendo K2 y K1, ‘K-=1 puede ser calculado de Knﬁg 2.

II. Metodos estadisticcs

En un experimento tipico de cinétxca se reallzan una serie ‘de ‘determi-
naciones de velocidad inicial,: o'Vi, a una.serie:de- concentraciones de algin
ligando, Xi, y para obtener: lnformacion*de estos datos ex1sten tres pregun—-
tas que hay que resolver antes.

1. ¢ Qué forma de modelo matematic
tos?.

2. Para un modelo cualquler

omé - pueden: ser optimizado los paréme—-
tros que resulten en el SR

o,‘aJuste a los datos?.'

3. ¢, Comd se pueden comparar- ‘dos modelos en base a'su fac1lidad de aJus-—
tar los datos?.

En general, la respuesta a la primera pregunta se guia en cierta mane-
ra por consideraciones a priori. Por ejemplo, nuestro conocimiento de la --
teoria cinética de estado estacionario, nos informa de las funciones de velo-
cidad que son comunes, esto es: la relacién entre dos polinomios de concen--
tracién de ligandos. Otras formas matemdticas tales como funciones geométri
cas son menos comunes. La tercera pregunta puede ser resuelta solamente des-
pués de que la segunda ha sido examinada, ya que dos modelos diferentes pue--
den ser comparados si ambos modelos han sido "optimamente" ajustados a los da
tos. Asi, la segunda pregunta necesita ser resuelta a fondo, de tal manera-
que podamos estimar a partir de los datos experimentales los pardmetros opti-
mizados para cualquier modelo bajo consideracidén. Uno de los métodos mds im-
portantes para llevar a cabo esto, es el de Minimos Cuadrados.

4, Minimos Cuadrados

Témese por ejemplo, el conjunto de mediciones de velocidad que se en--
cuentra en la figura 5.4, Cualquier modelo matematico que sea ajustado a es
tos datos puede ser escrito como:

Ve = F(K, 8, 8,00, @)l , (5.27)

1 1

En resumen, el modelo supone que la velocidad tedrica Vt, es una fun--
cidén de la concentracién del ligando, X, y un conjunto de pardmetros. Se --
puede pensar en tres modelos distintos:



vt = 81 + 82 X (5,28)
oo 2

Ve = @, + 0, X +. 9, X7 ) (5.29)

vt ,=,‘_gl_'__‘~§'___ e . 15.30:
X498,

La ecuacidn (5.28) es un modelo lineal, en el que Vt esta linealmente-
relacionado a la concentracién de la variable X. Las ecuaciones (5.29) y - -
(5.30) son modelos no lineales ya que Vt no este linealmente relacionado con-

X. Los parametros para un modelo lineal son obtenibles por procedimientos -
de regresién lineal, y aquellos con un modelo no lineal por procedimientos de
regresién no lineal. En ambos casos, estimar por el método de minimos cua--

drades, s estimar aquellos valores de los parametros que minimizan la suma -
de cuadrados de las desviaciones entre la teoria y los experimentos.

Por ejemplo, en la figura (5.4), las curvas {(b) y (c), muestran dos --
lineas rectas obedecen la ecuacién (5.28) pero los estimados numericos para-
los pardmetros @, y 8, no son los mismos para ambas lineas. La desviacién re
sidual entre la iinea teérica y cada punte experimental que se indica por una
linea punteada vertical puede ser representada como:

(Vi - Vvt)

Cuando cada residuo es elevado al cuadrado, la suma de estos valores -
es un criterio Util para juzgar la bondad del ajuste entre los valorss tedri-
cos y experimentales. En la figura (5.4), la suma de cuadrados es menor para
la linea (¢) que para la linea (b), con lo que la linea (c}, se dice, que - -
ajusta los datos mejor que la linea (b). El mejor ajuste se obtiene cuando -
los estimados numéricos de los parametros © son encontrados que minimizan la-
suma residual al cuadrado, esto es

Mejor ajuste = Min 2. (Vi - vt)2 i5.31)

“a

B 1 i k,: ‘
: X ] K
Figura 5.4 Ajuste de datos experimentales a una recta.

El criterio de minimos cuadrados como se establece en esta ecuacién es
Jjustificable, si y solo si, son vdlidos cuatro suposiciones acerca de la naty
raleza de los errores experimentales.
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1. Cuande una medicidn es repetida infinitamente, los errores de la media
protrediaran cero.

2. Los errores deberadn ser aleatorios; no debera haber correlacién entre-
los errores de diferentes puntos experimentales.

3. La varianza deberd ser constante para todas las observaciones;.el ~ -
error aleatorio no deberd estar relacionado a la magnltud de. 1as varia
bles Lndependientes y dependientes. ;

4, Los errores de las variables independientes son cero, o al’menos des—-
preciables en relacién a los errores de las variables ‘dependientes.

La suposicidn 1| usualmente tiene poca importancia. La suposicidn 2 es
invdlida siempre que hay desviaciones sistemidticas en el procedimiento experi
menta, por 2jemplo, cuando la enzima sufre desnaturalizacién en el curso del-
aexperimento, de tal manera que las mediciones tomadas en diferentes puntos --
del experimento no tienen errores comparables., Tal debilidad algunas veces -

puede resolverse por una planeacién cuidadosa del experimento, por ejemplo,-

tomando aleatoriamente las mediciones de velocidad. Las variables indepen---
dientes, que son usualmente mediciones de concentracidn, son generalmente més
exactamente obtenidas que las variables dependientes, que son usualmente velo
cidades o medicicnes de unién de ligandos. La suposicidn 3 posee un gran pro
blema y es generalmente invdlido. Si ocurre esto deberan ser compensadcs --
asignando mas ponderacién a las mediciones confiables, y mencs a las no con--
fiables.

5. Regresidn lineal

Con el fin de derivar la férmula de regresién para calcular los paréme
tros de la ecuacién lineal (5. 28). se puede empezar sustituyendo esta en la -
ecuacidn (5.31),

— o~ ~ ‘A
El mejor ajuste = Min) (Vi = V)2 = Miny (Vi - 8; - 5, )2 (5.32)

donrde 91 es cualquier estimado numérico del .pardmetro 91.y. 9 es_cualquier es
timado del parédnmetro 92. La suma de cuadrades varia cuando. ios dos . estimados
son variados. En el minimo, la derivada parcial de la suma de ‘cuadrados con
respecto a los dos estimados deberd ser igual a.cero:

< ~ by 2 ’ -
) (Vii-08, - 8, X) < 2 s ;
L 3 2 == 2(2 Vi- N8 - 922‘";); =0 (5.33)
37 _(vi-0 - 0 x)° T Al et
o 3222 =-2(l -0 X - 2% =0 (5.34)
692 T

donde N es al nlinere total de puntos sxperimentales en‘ka
cion (5,33) pusde ser rearreglada en

SVi-85x

N

8y =

sustituysndo la ecuagisn (5.35) en la (5.34) resulta en el estimado de mi-
nimos cuadrados de 92:
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o (XVi) - <("vn(Zx) IN)

pnt {5.36)
Zx% . (Ex? /n)

o>

- Sustituyendo el. estimado .0, en la’ ecuaczé 5.
G.. Las ecuaciones (5.35) y (5. 35) no‘estdn restri

L i
néal de Vi con X. Son valores generales para cualquxe par.
cionadas. :

a:variacién li--
variables rela--

6. Regresidén no lineal.

En el caso de una regresién no lineal, los estimados de los pardmetros-
del modelo son variados hasta que la suma de residuos al cuadrado es minima. To
mando como ejemplo, el modelo no lineal de la ecuacidn (5.30), si 9, v Q, sen -
vdlidos, Vt variara causandc que la suma de cuadrados también varie. Asi  que,
la suma de cuadrados tiene la forma de una superficie en el plano @,-0,. Exis--
ten muchos algoritmos, o métodos de busqueda, para obtener el minimo en esta --
superficie. Sin embargo, nungin método asegura que el minimo localizado sea ¢!
minimo global en el espacio total de los pardmetros y no tan sélo un minimo lo-
cal. Sin embargo, si el ajuste entre la teoria y los experimentos en el minimo
llega a ser satisfactorio, libre de sesgos y si el mismo minimo eslocalizado -~
partiendo de un punto inicial diferente y por un método diferente de busqueda ,
se puede asumir al menos tentativamente que el minimo global ha sido localizab.
La suposicidn derivada se fortalece cuando las mediciones experimentales son -
precisas y cuando el espacio de los parametros es uniforme y libre de picos -~
singulares.

Método de busqueda directa.

A) Método de tabulacidén. Una regidén posible de la superficie 8, -~ 2,,
se divide en una red regular o aleatoria y la suma de cuadrados es calculada -
para cada nodo con el fin de localizar el nodo minimo. En la busqueda Fibona--
cci el espaciado de los puntos de la red es llevada a cabo por medio del uso de
los numeros de Fibonacci. Estos numeros son generados por la formula:

Fn=Fn-1 + Fn=2

los nlmeros iniciales de esta serie son: 1, 1, 2, 3, 5, 8, 13, 21,....

B) Métodos lineales. La busqueda procede a lo largo de un conjunto de
vectores direccionales. En el método de variables alternas cada uno de los -~
ejes 0 es explorado por turno (Fig. 5.5). Con el método de Powell (1964) un -~
conjunto de direcciones conjugadas es generado para asegurar, para funciones --
cuadraticas o aproximadamente cuadrdticas, la convergencia al minimo.

C} Métodes secuenciales. £stos métodos son originadeos 3 partir del --
principio de speracién evclutiva de Box (1957} y adoptan patrones geométricos
para explorar la suma de cuadrados de la superficie. En el método SIMPLEX d= -
Spendley, Hex y Himsworth (1962}, la suma de cuadrados es calculada en lcs --
tres vértices de un triangulc y el vertice que rasulte con el mayor valor es --
invertido para formar un nuevo tridngulo. EI proceso es entonces repetide ---
(Fig. 5.6).
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Métodos de gradiente

A) Método de pendientes descendentes. En este sistema que fue --
ideado por Cauchy, en cualquier punto durante la busqueda, el gradiente de la
superficie es calculado y se forma un paso a los largo de la direccidn de la-
rendiente descendente del gradiente. El gradiente es entonces determinado --
una vez mas en la nueva localizacidn y as{ sucesivamente (fig. 5.7).

B} Método de Newton. Un aproximacidén de segundo orden de las rafces-
de Taylor de la suma de cuadrados de la funcidn, guia el descenso. El descen
so es eficiente en la vecindad del minimo pero no a distancia del minimo. -
De acuerdo a esto se necesitan buenos estimados iniciales de los parametros -
para el procedimiento.

C) Método Davidon, La busqueda se inicia con pendientes descenden--
es con respecto a la curvatura de la superficie y finalmente converge hacia-
1 minimo usando el método de Newton ({Davidon 1999). De esta manera la ine-
iciencia del método de Newton, o del Gauss-Newton, a una cierta distancia --
del minimo, puede ser evitada. Una modificacidn hecha por Fletcher y Power -
en 1363 mejord este sistema.

¥, 0 ot

D) Método Marquardt. En cualquier paso de una busqueda iterativa --
las direcciones de. descenso recomendadas por los sistemas de pendiente descen
dente y de Newton, son generalmente diferentes y pueden ir de 80° a 90°. El-
algoritmo de Marquardt (1963), es una solucién de término medio para interpo
lar entre estas dos direcciones y calcular un tamafio de paso adecuado.

L]

Fig. 5.5 ‘Busqueda de un minimo en suma de residuos de cuadrados en la
superficie @ - 9,.por el método de variable alterna. Cada flecha indica la-
direccidén en un:paso.de la busqueda.

Fig. 5.6  Busqueda por el método SIMPLEX.
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Fig. 5.71;Bquued§ pdr el métedo de pasos ‘descendentes.

En general‘cada método de busqueda es de uso especifico para un tipo -
de problema de optimizacién.

Por otro lado muchos de los algoritmos de busqueda estdn diseflados pa-
ra optimizar sin restricciones, donde los pardmetros a optimizar pueden va---
riarse independientemente y libres de restriccién. Los algoritmos méas com--
plicados son mds frecuentemente necesarios para manejar optimizaciones con --
restriccidén, en donde los pardmetros deben satisfacer alguna restriccidn ex—-
terna. Sin embargo, los algoritmos mads simples deben ser totalmente explora-
dos antes de proceder a usar los mas complicados. Y ya que las funciones de-
velocidad y unidén enzimadtica son en general regulares y libres de picos singu
lares, adn las pruebas mis simples pueden ser completamente satisfactorias. -
Por ejemplo, en el mecanismo de la alcohol deshidrogenasa de higado de caba--
1lo (Capitulo IV) las ocho constantes de velocidad para la unién al azar de-
NAD+ y etanol a la enzima, deben de satisfacer la restriccidn impuesta por la
reversibilidad microscépica, esto es:

K1K3K-2K-4 = K-1K-3K2K4

Esta restriccidn no permite la convergencia en busquedas simples. Sin
embargo, retirando la restriceidn durante las primeras etapas de: la “busqueda-
y reimponiendo la restriccidn en los pasos finales, la convergencia puede ser
alcanzada por una combinacién simple de busquedas 'de: var1ables alternadas y -
tabulacidn, . R AT e S

7. Ponderacién y Precisidn

Usando el criterio de minimos cuadrados, como base para regresidn li--
neal o no lineal, la suposicidn presupone que el error experimental no estd -
relacionado con la magnitud de las variables independientes o dependientes., -
Esto generalmente no estd soportado y por razones técnicas los errores de las
mediciones de velocidad a concentraciones altas de ligando pueden ser ligera-
mente diferentes en caracter, de aquellas a baja concentracién de ligando. Un
entendimiento de la estructura del error hace que se de mas peso a las medi--
ciones confiables y menos a las no confiables. En general, si se mide la ve-
locidad de reaccidn a concentraciones fijas de ligando varias veces, las medi
ciones no son idénticas.

Debido a la dispersidn aleatoria, los resultados se distribuyem sobre-
un rango discreto. 'lLa estadistica bdsica de tal distribucidén es:
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Nimero de mediclones = N
Promedio de la muestra v = ZXE-
N
y ' 2 S - 9)?
Varianza de la muestra s"s Socee——cooo

Desviacidén estandar de g = -
la muestra

Cuando N l1lega a ser infinitamente.grande, la distribucién discreta se
comporfa como una distribucidn normal continua, el promedio de la muestra se -
agréxxma a la media M y la varianza de la muestra s se apréxima a la varianza

La varianza es el verdadero indicador de la dispersidn experimental. -
Entre mds pequefia es la dispersidn, menor sera 6%, y entre mayor sea, mayor --
serd ¢2, Sin embargo, entre mas nos acergquemos a un nimero finito de replicas,
se tendra solamente sé que puede ser acegptada como un estimador provisional de
52, Entre mayor sea N, mejor serda el estimado provisional. Asi que, las medi
ciones duplicadas son necesariamente valiosas para conocer la dispersidén de —-
los datos experimentales.

Cuando las mediciones de velocidad son obtenidas a diferentes concen—
traciones de ligando no se tiene la misma dispersidn, por lo que se deberd dar
peso a las mediciones confiables. El criterio de minimos cuadrados estableci-
do en la ecuacidn (5.31) debera ser corregido para incluir ponderaciones.

El mejor ajuste = Min 2 Wi(Vi - Vt) " (5.37)

La ponderacién Wi deberd ser inversamente proporcional-a la varianza,-
esto es: v p

El mejor ajuste . = Min 2:(1”/;62)(V£i

Si las diferentes Vi tienen un error consténte,~1a
(5.38) se reduce nuevamente a la ecuacidn’ (5 37}
nen un error relativo ~onstante, 6 es proporcional a Vi
transforma en:

£l mejor ajuste = Min S (1 / ViZN(Vi = VE) .~ . (5.39)

En esta ecuacién, la ponderacidén empleada se aumenta como 1/vi2. Sin
embargo, las Vi experimentales son de hecho las "verdaderas' Vi, mids una can-
tidad finita de dispersién. Quizas la ponderacién deberia ser 1/vee, ;Real-
mente, alguna combinacién de Yi y Vt seria la mejor?. 3e encontrd que tanto_
1/(Vi + Y£)2 y 1/ViVt daban parametros de mejor exactitud y precisién. En
general, hay dos maneras de decidir si el sistema experimental estd caracte-
rizado por error constante 5 error relativo constante, o una pesicién interme
dia. Primeroc, al duplicar las mediciones de varias o todas las Vi, pudiera -
dar estimados de las varianzas de muestra 512, las cuales a su vez indica--
rian la naturaleza de las varianzas §; 2. En sepunde lugar, <n ausencia de du-
plicacién el uso de graficas rnsxdnales. asi como de otras rutinas, también -
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han sido propuestas. El uso de duplicaciones es en general lo mis recomenda
ble, tomando en consideracidén que las mediciones duplicadas deberdn ser - -
hechas sicmpre que se vaya a realizar regresién con ponderacidn.

La dispersidén experimental siempre afecta la precisién de los pardme--
tros obtenidos de una regresidn. En regresidn lineal, la varianza total de-
los puntos experimentales alrededor de la linea ajustada es:

22 v vy? |
Co T T (5.40)

donde N es el ndmero. de puntos. J es el nlmero de pardmetros 0; y N - J. sere
fiere a los grados de. libert conocxendo S la varianza de los parametros

0 de la ecuac;on (4'28).

(5.41)

22

R2 /xR

I (N R ) (5.42)

donde X es la concentracién promedio. La varianza de los parametros obteni--
dos de regresidn lineal, de esta manera, pueden ser analizados, pero requie--
ren el generar una matriz de informacidén. Un método menos sofisticado es em-
plear el método de andlisis de sensibilidad desarrollado en investigacidn de-
operaciones. Cada parametro optimizado es perturbado fuera de su posicién --
éptima y la suma de cuadrados de las desviaciones entre la teoria y los expe-
rimentos es analizada «~cmo una funcidén de la perturbacidén. Esto define que -
tan sensitivo es.el pa .metro estimado a las perturbaciones, lo que en cada -
caso define la precisién de la estimacidn de parametro en si.

8. Linearizacidn

Las leyes de velocidad énzimética. son generalmente una relacién entre
dos polinomios con respecto a la concentracidén de sustrato y son funciones no
lineales. Sus parémetros pueden ser estimados por varios métodos de regre--
sién no lineal. Ademds, varios métodos cortos, para hacer lineales las fun-
ciones, han sido desarrollados con este prpdsito. Este es especialmente el -
caso para la hipérbola rectangular simple, por ejemplo:

VO = -—-—!E.—-:--§_.__
S + Km
Esta ecuacidn tiene la misma forma que la ecuacién (5.30). Puede ser

linearizada por. medio de tres diferentes transformaciones (las nuevas varia-
bles son puestas dentro de parentesis):

Lineweaver-Burk
1 1 Km (1]
Vo o~ Vs Vs ! S

{5.43a)
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Eadie-Hofstee

Vo
(Vo) = Vs = Km ( ==2- )
) s (5.43b)-
Heanes
S_ooo_n_cKm oo . '; - (s)
Vo = ygn T Vs o - (5.43¢c)

Graficamente, estas transformaciones .lineales dan una base para obte--
ner estimados de Vs 'y Km. Estadisticamente también, dan una base para es
timar Vs y Km por medio de regresién lineal.

Sin embargo, estas ecuaciones transformadas son realmente de la misma-
forma que la escuacidén (5.28), donde las variablies dependientes o independien
tes son verdaderamente separadas unas de las otras. Consecuentemente, cuan-
do estas ecuaciones transformadas son empleadas con propdsitos de regresidn =
lineal, se introducen sesgos y se obtienen diferentes estimados de Vs y Km
con las diferentes transformacicnes, 3Se ha demostrado que la transformacion-
de Hanes es mas segura que el método de Lineweaver-Burk y con respecto al mé-
todo de Eadie es linealmente mas segura. Esto S2 presenta cuando los errores
son pequefios, pero occurre lo contrario cuando el error es grande. En el caso
de que los errores sean constantes o cuando hubo error relativo contante y la
concentracidn de sustrato fue espaciada arménica o geométricamente, la ecua--
cidén de Hanes es la mejor transformacién, El caso de la transformacién de -~-
Eadie es preferible solamente cuando hubo error relativo constante y la con--
centracién del sustrato fue espaciada aritméticamente.

La transformacién de Lineweaver-Burk da resultados pobres consistente-
mente, Asi los méritos relativos de las tres transformaciones no son entera-
mente los mismos cuando son usados estadisticamente, asf{ como cuando son usa-
dos grificamente., Para la deteccidn grdfica de no lihealidad la transforma--
¢cidén de Eadie es la mejor opcidn.

Las ecuaciones de velocidad mas complejas que las de la hipérbola rec-
tangular de primer orden, no son facilmente tratadas por regresidn lineal. -
Una excepcién importante la constituye el tratamiento-de Buntinz y Murpley -—-
(1972), de la ley de velocidad de segundo grado N .

m2$ + o omS

“ (5.44)

En este tratamiento,:la
por el coeficiente d para dar

a.S;

"diﬁididé»tofalmente—

(5.44a)
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R Y- - RS - bo (5.45)

(5.46)

Usando estas'Vériables'lésf'Eﬂéciéhéé
man a la forma lineal siguient

(5;45a)Vw

VQ:ff S
{5.46a)

Si se puede hacer un estimado inicial de a 'y bo y ain de X, la regre-
sion lineal por minimos cuadrados de las medicionés de velocidad en base a la
ecuacién (5.46a) resultard en estimados de a, y b,. Utilizando estos Glti--
mos estimados para calcular Y, la regresidn finea? en base a la ecuacién -~ -
(5.45a) dara mejores. estimados de a, ¥y bo, y asi sucesivamente.

Asi las ecuaciones (5.45a) y (5.46a} son mutuamente complementarias y-
continuando las interaciones entre ellas, resultan estimados optimizados de -
los cuatro valores. Se encontré que los estimados optimizados eran indepen-—
dientes de los valores iniciales cuando se aplicd esta técnica a la Hidrdli-—
sis del &cido 2-hipuroxi-DL-isovalinico por la carboxilpeptidasa A.

En principio, ain funciones mds complejas que las de segundo grado pue
den ser transformadas en lineales. Asi la ecuacién de velocidad general - -
(5.47) puede ser linealizada como se muestra en la ecuacidén (5.47 A).

szz + sives. o+ WS
Vo = =
ds% + ... v d S+do (5.47)
d_(Vos®) + ... + d; (VeSO = doVo -md® - ....-mS=0 (5.47A)

‘ “'En el caso de una ecuacidn como la (5.47A), puede ser tratada por re--
- gresién lineal miltiple. Sin embargo, los métodos no lineales son més. atrac
tivos para ecuaciones de velocidad de alto grado. . . il Caleien
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9. Bondad del ajuste

Para cualquier modelo de mecanismo, un ajuste optimizado de minimos
cuadrados entre su ecuacién de velocidad y las observaciones experimentales -
puede ser obtenido por métodos de regresién, pero el método de minimos cuadra
dos en sf no es una base suficiente para establecer claramente los méritos re
lativos de los diferentes modelos de mecanismos. Adends de estos, son reque-
ridos criterios adicionales de la bondad del ajuste. Dentro de estos crite--
rios se han establecido cinco grandes categorias que son:

al. Buen resultado de la regresién lineal; Las ecuaciones de velocidad
para algunos modelos de mecanismo en un principio pueden ser linealizados. -
La falla de la regresién lineal en tales casos probablemente indicaria que el
modelo contiene parametros redundantes.

b). Buen resultado de la regresidén no lineal; Si los métodos de regre~
sién no lineal convergen a un ajuste optimizado para un modelo, pero fallan -
para hacerlo con otro, el Gltimo modelo seria descartado en favor del prime--
ro.

c). Valor de los parametros; Los modelos Que‘besultan irrazonablés -
(por ejemplo negativos) o no confiables (por eJemplo desv1ac1ones estandar -
grandes) deberan ser descartados.

d}. Distribucidn de residucs: -Los modelos que den desviaciones residua
les, entre la teorfa y los experimentos, que no esten normalmente distribui--
das o que no tengan una media de cero, deberén descartarse.

e). Suma de cuadrado de residuos: La suma de cuadrados de desviaciones
residuales no debe ser excesiva, en relacién a la varianza de las observacio-
nes experimentales. El modelo que resulta con una suma de cuadrados signifi-
cativamente menor seria el mejor modelo.

III.- Estimacidn de parametros

En los Apéndices IV y V se presentan dos programas que estiman las
las constantes de velocidad para un mecanismo propuesto. El primero de ellos
realiza esta tarea mediante el algoritmo PRAXIS y el segundo por el método-
SIMPLEX,

El método PRAXIS de optimizacidén es un algoritmo desarrollado pa-
ra manejar funciones no lineales de varias variables con restricciones; y el-
método SIMPLEX, como se presenta aqui, trabaja para funciones no lineales de
variables, sin restricciones. Una explicacién mds amplia de los algoritmos-
y su fundamento se describe en los apéndices correspondientes.

10, Resultados del programa de optimizacién PRAXIS

Para probar el programa del Apéndice IV se uso el mecanismo para la
reaccién de la Alcohol Deshidrogenasa de higado de caballo.~w;

La Alcohol Deshidrogenasa cataliza’la reaccién de etanol a-acetalde
hido. . E1 mecanismo propuesto por Hanes'y colaboradores (1972). para la reac
cién en ausencia de producto, es:
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E/-/- ;::::::'5&:52’:‘::::} E/-/eth
% el "
" e
() e
" N t
K-2 '' K-20 . ’ K-3 re K30 (4.13)
i e
'y Y
E/O/- th === E/R/ald|
t
' Mal1d
LK
E/RA
Ve
L} ~ R
ot K6~
Yoo
7 _ . - Bl
donde (eth) = etanol, (ald) = -acetaldehido, (0) = NAD' y (R} = NADH.

En el Capitulo IV, este mecanismo se uso para demostrar la utili-
dad del programa de generacidén de ecuaciones de velocidad (Apéndice III) y ~
cuyos resulctados se muestran en la figura 4.4, Tal y como fue generada, la
expresién de velocidad fue incertada en el programa directamente (Ver Apéndi
ce IV). Los datos de concentracidén de sustratos y velocidad inicial obte-
nidos de Wong, J.T. (1975). ’

Para la estimacién de las diez constantes de velocidad resultan--
tes del modelo propuesto se hicieron dos corridas: (1) con datos ficticios~
del valor inicial de las constantes y (2) con datos, resultado del ajuste, -
reportados por Wong (1975). Para el primer caso los datos iniciales se pre
sentan en la figura (5.8) y para el segundo en la figura .(5.9). Los resul
tados se muestran en las figuras (5.10) y (5.11), respectivamente.

10 25 2 ADH PRUE "0

5,0E1L .
1.0E1 T A R A S I R LS S
4,9E0 ‘ : T RO B
1.71000E-01 ; 7.50000E-03. "~ = " " +1,00000E~01
R v “ ‘v;‘;:,, G §A B
3.56000E-01 7.50000E~03 -1 v30000E~01 "
) i - 1 . 1 S .
! X ! g . ,’ : v ! o
6.03000E-01 ~ 7.50000E-03 " - . """ 2.00000E-01
' B I R e R
1.,06500E+00 .. - 7.50000E=03 .. .. 24+50000E-01 .
+ o LT ::-_‘ 8 . n " : :
4.63000E+00 7 .50000E-03 3.00000E-01
4 N e g T A : 1] N
4,63000E+00 4.806005-01 S 8.20000E~01

Figura 5.8 Datos para el programa del Apéndice IV. Valores inicia
les de las constantes de velocidad ficticios.



~ 123 -

10 25 2 ADH PRUE ‘O

5.2E0
1.9F0
3.7E1
1.6E~1
3.6E2
1.6E1
1.4E1
5.2E1
8.8E1
4,7E0

1.71000E~01 7.50000E-03 1.00000E-01

1.71000E~01- 1.60000E-02 1.20000E-01

1,71000E-~01 4,30000E-02 1,80000E-01

1.71000E-01 9.60000E-02 2.30000E-01

1.71000E~01 4,80000E-01 2.60000E-01

3.56000E~01 7.50000E-03 1.30000E-~01

3.56000E-01 1.60000E-Q02 2.10000E-01

3.56000E-01 4.30000E-02 2.70C00E-01

3.56000E-01 9.60000E-02 3.20000E-~01

3.56000E~01 4.80000E-01 3.95000E-01

6.03000E-01 7.50000E-03 2.00000E-01

6.03000E-01 1,60000E-02 3.00000E-01

. 6.03000E-01 4.30000E~02 3.50000E-01

! 6.03000E-01 9.60000E~02 4.10000E-01

6.03000E~01 4.80000E-01 §.25000E-01

1.06500E+00 7.50000E-03 2.50000E-01

1.06500E+00 1.60000E-02 3.40000E-01

1.06500E+00 4,30000E-02 '4.50000E-01

1.C6500E+00 9.60000E-~02 5.30000E-01

1.06500E+00 "7 4,80000E-01 6.4Q0000E-01

4.63000E+00 7 .50000E~03 3.0000Q0E-01

4.,63000E+00 1.60000E~02 4.20000E-01

4.63000E+00 4,30000E-02 6.20000E-01

4.63000E+00 9.60000E-02 7.30000E-01

4.63000E+00 4.,80000E-01 8.20000E-01

Figura 5.9 Datos para el programa del Apéndice IV. Valores inicia
les de las constantes de velocidad tomados de Wong  (1975). '
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En ambos casos el programa converge para los dos conjuntos de datos en un
nimero finito de iteraciocnes y la bondad del ajuste se puede apreciar en la suma
de residuos al cuadrado {suma de diferencias al cuadrado entre las velocidades -
experimentales y las calculadas) que se presentan en las figuras (5.12) y (5.13)
respectivamente.

CONSTANTE VALORES VALORES FINALES VALORES

o INICIALES REFORTADCS
f X % x2.4 5.21
' b} 10 - 1.9
0- © m 3.0 %.7
x4 10 199.7 0.17
b m 143.0 358.00
N X5 10 8.8 16.00
: X7 50 2.6 14.30
: 8 10 14.8 52.10
x k] 13,7 ®.00
X10 4.9 911 4.75

SUMA DE RUSIDUOS AL CUADRADO
8

10°

Fxgm 5.12  Suma de r‘e51duos al cuadrado contra ntimero de 1terac1ones re-
sultado del programa del Apendlce IV Valores 1n1ciales de constantes de -veloci~
dad ficticios.’ : . B :

8.0 148
4,7 o 0.9

EOBIHBRGRE
o
<O

SIMA DE RESIDUOS AL CUADRAIO

ITERACICN SIMA DE RESTDUOS AL CUADRADO

K 0 1.20000€ 400001
o~ g2 1.09241E 00002

100 a0 X0 0 o0 TTERACIONES

Fig. 5.13 Sum de residuws al cuadrado contra mimern de iteraciones resultado del programa
del Apéndice IV. Valores iniciales de constantes de velocidad tomadas de Wong (1975).

s mm o
kd
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Los resultados demostraron que el sistema posee potencial para el ajus
te de ecuaciones de velocidad inicial a datos experimentales. Partiendo de~
un modelo razonable, el programa del Apéndice III puede generar expresiones-
de velocidad y de restriccidn asociadas. Con buenos estimados iniciales el-
programa del Apéndice IV ajustan los valores de las constantes a una solu—--
cidn posible., Haciendo esto para varios modelos se puede llegar a obtener -
uno que se ajuste mejor a los datos experimentales o bien se dispone de una-
herramienta mds para comparar varios modelos posibles.

La ventaja de hacer modelos es importante para los investigadores de -
las reacciones enzimdticas, pero las dificultades inherentes a la mecanica -
de este proceso no deberdn ser despreciadas. Antes de que un sistema como -
el que se presenta aqui pueda ser utilizado se deberan hacer muchas pruebas-
preliminares. El usuario deberd tener presente la sensibilidad del método-
de prueba y el rango de concentraciones de enzima y de productos. La reco--
leccidn de datos deberd ser muy cuidadosa y las mediciones precisas con de--
terminaciones miltiples sobre amplios rangos de concentracidén de reactivvos.
Los modelos seleccionados deberdn estar basados en los resultados experimen=
tales encontrados. Y lo que siempre serd un problema fuerte, es la selec—--—-
cién de valores iniciales de las contantes de velocidad, que si es buena, el
sistema convergera y dard soluciones aceptables.

11, Resultados del programa SIMPLEX

Este programa se probé con datos ficticios figura (5.14), idnicamente-
para comprobar su funcionamiento, con la ecuacién: -

X152+ X2S1S2 + X3S1S1S3
' 1.+ X4S1 + X581S1 + X652 + X7S152 + XBS1S1S2-

8 . 0 15

1.00000E-05 T :

2.50000E+08 - 1.00000E+06

3.50000E+02 "~ 1.00000E+01

1.00000E+07 S .00000E+0S

1.00000E+04 5.00000E+02

1.00000E+09 1.00000E+07

3.60000E+03 1.00000E+02

1.00000E+04 5.00000E+02

4,00000E+05 5,00000E+03

0.60000E-04 0.17125E-01 1.28200E+03
0.60000E-04 0,97955E-03 1.24900E+03
0.60000E-04 0.29797E-03 0,77208E+03
0.60000E-04 0.20002E-03 0.74348E+03
0.60000E-04 0.10343E-03 0.65770E+03
0.60000E-04 0.72541E-04 0.61004E+03
0.60000E-04 0.42059E-04 0.52425E+03
0.60000E-04 0.25002E-04 0.42417E+03
0.60000E-04 0.20002E-04 0.39081E+03
0.60000E-04 0.15070E-04 0.32408E+03
0.60000E-04 . 0.10617E-04 0.29549E+03

] 1 [

L} ' '
0.12000E-02 0.47950E-05 0.99610E+03
0.12000E-02 0.30820E-05 0.70920E+03
0.12000E-02 i 0.15750E-05 0.43300E+03

Figura 5.14 Datos para el programa del-Apéndice V.



~ 128 -

Los resultados se presentan en la figura ({5.16). Su utilidad radica -
en que puede ser usado para obtener un estimado de las constantes de velocidad
para un sistema sin restricciones, o bien, para un sistema con restricciones.-
En este Ultimo caso, las restricciones se dejaran a un lado haciendose la opti
mizacidén como si el sistema fuera sip restricciones y una vez obtenido el me--
jor ajuste, los valores de las constantes de velocidad obtenidas se pueden - -
usar como un valor inicial del programa PRAXIS de optimizacién con restric--
ciones. ’

.25000E+09 . 10000E+07
.35000E+03 . 100008402
.10000E+08 . 50000E+03
.10000E405 * . 50000E+03 -

.10000E+10 _':idpgpsfdg 5 E
.36000E+04 100008403
.10000E+05 .500005+03
. A0000E+06 . 50000E+04

VALOR DE LA FUN OBJ: .BOS776E+07-

EL MINIMO ESTA EN

X (1) = .2519887E+09
KX (2) = .3792167E+03
X (3) = .9755176E+07
X (4= .1016129E405
X (5) = .92967455+09
X (6) =  .3640655E+04
X (7) = .1052938E+05
X (8) = .4033872E+06

EL MINIMO ES:: . .6867982E+07

2891322416

TAMANO DE SIMPLEX

Figura 5.1

. Resultados del ppogramﬁlde;fAbéﬁdiée"ijpéfa;los da--
tos de la figura .5.14, S S U e s e e :



EN EL VALOR

DEL PARAMETRO:

.64107E405
.2898BE+05
.12427E+05
.B8651E+04
.4BBBAE+04
.35009E+04
.20739E+04
.12480E+04
.10020E+04
.75766E+03
.53551E+03
.27543E+03
.12725E+05
,48141E+03
.38293E+01
.26806E+01
.19138E+01
.11999E+01
.89355E+00
.57433E+00
.29350E+00

Fig. 5.16

.12820E+04
+12490E+04
. 77208E+03
.7434BE+03
.65770E+03
.61004E+03
.52425E+03
.42417E+03
.39081E+03
.32408E+03
.29549E+03
.16440E+04
. 15060E+04
.12058E+04
+16585E+04
.15300E+04
.13730E+04
«11440E+04
.99610E+03
«70920E+03
.43300E+03

Continuacién

.15599E-04
.34533E-04
.80472E-04
«11280E-03
.20465E-03
.28564E-03
.48218E-03
.80128E-03
.99797E-03
.13199E-02
.18674E-02
. 36306E-02
.78588E-04
.20772E-02
.26114E+00
«37305E+00
.52252E+00
.83339E+00
+11191E+01
.17411E+01
.34071E+01
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CONCLUSIONES

A lo largo de este trabajo, se logré plantear la metodologfa necesaria
para la obtencién de ecuaciones de velocidad de reacciones enzimdticas y la -
estimacién de las constantes de velocidad asociadas a elles.

El sistema que se sugiere, demostrd su validez en lo que respecta a la
obtencién de ecuaciones de reaccién a partir de mecanismos de accién enzimati
ca propuestos, haciendo uso del método de King-Altman para su derivacién.

Los programas de los apéndices I, Il y III facilitan mucho esta tarea_
por el hecho de que su funcionamiento no requiere de informacidn muy elabora-
da para obtener los resultados deseados, ahorrando mucho tiempo en la deriva-
cidén de ecuaciones de velocidad y de restriccidn,

Por otro lado, aunque para el caso de prueba los resultados no fueron
muy satisfactorios en la estimacidén de pardmetros (con respecto a los valores
reportados), de la Alcohol Deshidrogenasa, el método PRAXIS demostré su utilj
dad en el manejo de ecuaciones de velocidad (en general no lineales y con res
tricciones), del tipo de las resultantes para mecanismos enzimaticos, ya que
el algoritmo converge en un nuimero finito de iteraciones ain con valores ini-
ciales mal fundamentados.

Sin embargo, en la medida que se conozca la informacidn necesaria del -
comportamiento del sistema en estudio y se hagan los cambios necesarios en el
programa (valores iniciales y mdximos de las constantes, precisidn y tamafio -
de variacién de los parametros durante las estimaciones), se podran obtener -~
buenos resultados en el ajuste de valores experimentales a una ecuacién de -
velocidad dada.

La metodologia propuesta representa una herramienta mids, en estudios -
cinéticos, que puede mejorar mucho el conocimiento de un sistema de accidn en
zimatica. Su uso permitira hacer estudios mas profundos, que los comunmente_
realizados en el ajuste de datos experimentales a ecuaciones de velocidad sim
ples del tipo de Michaelis-Menten, con lo que se podrdn obtener mejores bene-
ficios de los resultados de una investigacidn, que por su naturaleza requie--
ran de tratamientos mas precisocs,
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l INICIOD DEL PROGRAMA PRINCIPAL 41

DIMENSION

l IFIRST = -2, NP = 2000

[ CALL. PRIANG (NP, NN} 7o 0 TA]‘

1j/' READ NE, NV, M, QIN(I)

- 133

DE 8500 A 9800 REASIGNA EL NUMERD CRIGINAL
DE RAMA A CADA UNO DE LOS NUMEROS FRIMOS

CURITE L
L EINC(IIST4-]

€ LA DECLARACION 3300 A~
500 SE ASIGNA .UN-NUMER

A CADA UNA DE LAS:RAMAS
LA GRAFICA o

o
4

7600 SE FORMA EL PROpDUCTO'
DE V-1 SEGMENTOS POLINOMIALES
IMCIDENTES

A

DL 7800 A 3600 FACTORIZA CADA
TERMIND EN SUS NUMEROS PRIMOS

|

[ CALL FACTOR 0(1),NV,NE, IRED] ‘”AJ'

DE LA DECLARACION SODOTATLA " [==miiss

Tidge A 143 Iisgrams’ de flude del srodrama.
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SUBRUTINA PRIMNG (NP,NPN)

commoy PN(2000), IFAC(200)

INTEGER PK

SE: GENERAN UUW ROS PRIMOS USANDO :L
ALGDRIINU COuDCIDU comno RED DE:
En0.0STENES

]

RETURN

" SUSRUTINA“FACTOR

INTEGER PRt

DOUBLE. paecxsvon xn KX, RER, NUNB
COMMON pm(zunu).‘

FGCTDRIZA CUHLOUIER NUMERD EN rL
PRDDUCTU pE” :US NUMERDS-PRINOS.

SI EXISTE UM. NUMERO OUPLICADO EN LA
FACTORIZACION LD HACE IGUAL A CERD.

LOS TERMINGS FACTORIZADOS SON ALMACENA-

D05 EN-TFAC

- 134 -

A 1.3 Cant\i“r;usgia‘h; SListzdo del Frograms del Aréndice I,



i O00O00o0nnNDOonNonNn
ee 3 e I 3k I 3 IE I 6 I I I 3¢

EE2 A2 IS T LT LS LIS ST TRILTE STV E LT ESF TS P22 ELSHELE LT 2R LY
FRICIPIO nceL FROGRAHNA,

ESTE PROCRAMA ORTIENE LOS ARLOLES DL UNA GRAFICA LINEAL.3
LA GRAFICA ES LEIDA COMO SE INDICA A CONTINUACIOHS
PRIMERA TARJETA! % 1-2 NUMERO DE RAMAS EN LA GRAFICA
COL 3-4 NUMERO DE NODOS EN LA GRAFICA.
LAS SICUIENTES TARJICTAS CONTENDRAN LAS RAMAS QUE INCIDEN EH UN
NOIO CCHG A CONTINUACION SE INDNICA?
(NOTA! HAY UNA TARJETA DE DATOS FARA CAD'A NODO) .
TARJETA DE DATOS: COL 1-2 NUMERO UE RAMAS QUE ENTRAN AL MODC. ¥
Y FOR CADA PAR SURSECUCNTE DE COLUMNAS ALIMENTAR EL NUMERC ]
ASICNADD A CADA RAMA. ¥
CL PROCEAMA REQUIERE DEL USQ DE DOD SUBRUTINAS! PRIMGN(GENCIA ¥
NUMERQS £RIMCS) E IFACTORCFACTORIZA CL rI'\OEIUCTD DE LOT NUMLRCOX
MRIMOSY . t
Ee RS2 S o RAAR P TS S SR FSEELL LRSI £ ST LESLTALEL LTSS EN
I(TITLE"3F”H/FnTRON'thNH LISK/MAXRECSIZL=1SBLOCKSIZE=Z,
AREAS=1:AREACILE=14,SAVEFACTOR=2, NEWFILE=TRUE?

e rr ed g 32 3e1<

P

n
<

Y™y

e

oo

re
~J

DIMENSION V(99),EINC{15000),0INC1C0)
DIMENSION ITRAC{1000)RCOCF(20) » INDBT(20) r ITREELZ0D
COMMON FN!ZODO‘*IFAC(EOO) -
DOULLE SRECISION ICOLKT(45000)sQ(45000}
;NTEGCP VEINC,FH,OIN
FIRST=-2
NF‘QOOO

GENERA UM CONJUNTO DE HUMEROS FRIMOS:Y oICNn UN NUHERO PRINO

A CADA UNA T LAS RAMAS DE LA GRAFICA.
ALL PRINGH (NP NFN) ,
Pcan<4,1ﬂc END=3503 NEsNV
FORMAT(I2-12;
IF (NE.EQ.) €O TO 350
15T=0
10 14 I=1snY
READ(S, 1013 My COINCIY rJ=1s M)
0 50 J=isY , i
IF=0INCY bE
EINC(JIISTI=FNCIF)
IST=1ST M , S
V(I =4 R
FORMAT (40¢ID)) ‘
NT=V(1)
IDEG=1(2}
KK=0
NET=NV-1
NUS=NU-2 : V .
FORMA EL PRODUCTO DE V-1 SEGMENTOS FOLINOMIALES IMCIRENTES.
CUALQUIERA DE ESTOS TERMINGS EN ESTE FRODUCTD 30N IGUALES
LO DESCARTA. S : R
D0 17 I=1.HT
ICOLKT(I)=EINC(I)
18T=ve)
90 10 J=i.NVS
20 11 LeionT
00 11 K=1:1DEC
KR=KK #1
QKK =ICOLNT(LYKCINCCIST IR
ZONTINUE
T=KEK
IST=ISTHIDES
TOEG=D 4



00 12 I=1sNT

i2 ICOLKT(I)=Q(I)
WR=0

10 CONTINULD
NTCH=NT -1

0 35 I=1.NTCH

MET=IF1 .

00 36 J=MSTsNT

IF (Q(I-QCd)) 3093 1736
1 (I)=43

QeJr=4
34 CONTINUE =
o CONTINUE
I8T=0
ITR=0

FACTORIZA CALA TERMINO EN SUS NUMEROS PRIMOS.
wo 20 I=1.NT ,
ALL FACTOR (G{I)sNV, NI, IREOT)
F ({IREUT.ER.O) 8 TO 20
ITR=ITR#1
0 21 J=1,NCT P e s
21 CINC(ILIST =IFaCd) RN Rl S
IST=ISTHNET :
20 CONTINUC
IIST=ISTHNET . .
c REAGIONA CL NUNERO cnxoanL nE- RAMA CAEH UNO DE LOS
o NUMEROS FRINOS. , : . . -
U0 St I=1,ITR ~ :
48=1
D0 5% l=1.NCT
00 £2 K=NG N" - R
I (CINC(ISTHS -J3-PH(KIL}) 52,53,52
s2 CONTINUE ‘ :
o3 M=k b1
=% CINC(ISTHI-2d =R
IST=IST-NCT
1 CONTINUE
ESCRIDC LAS RAMAS DE CADA UMD DE-LOS FATROMES,
URITE fz,zoo ITR : :
300 FORMAT (7 DAY ‘.14, ARBOLES FARA ESTA CRAFICA <,/ 7 ESTOS ARLOL
CES SON LISTANOS A CONTINUACION/»// * LLAS RAMAS QUE 1.0 FORMAN 9ON:
L‘(‘I"IVI) N
WRITE(1,313) ITR.TIST,IIST
317 FORMAT(3(IS
0o 70 I=1yITR
IIST=TIST-NET

70 WRITE(&»302) I CEINCLIISTH1I-J)»J=1sNET)

302 FORMAT ¢/ AREOL‘, 14,7 QUE TIENE LAS RAMAS ‘,25(2X,I2))
00 P11 [=1.0TR : : :
IIGT=1I3T-NET ,

7 WRITE(Ly301) T«(EINC(IISTH1~4)¢J=1sNET?
301 FORMAT (4X,I4.25(14)) :

aQono

LOCK 1
330 STOF
c
c FITN orEL FROGRAMA,

END

SURRQUTINE FACTOR (MUMIyMsN«[REDT)
C ESTA SUBRUTINA FACTORIZARA CUALGUIER NUMCRO EM CL FROINCTO DE SUS
C NUMEROS FRIMOS. 31 EXISTE UN NUMERD PRINO QUPLICADD EN LA SECUCN-
o CIA CERA ICUALADD A CCRO. LA SUDRUTTNA NO MEHCIONA CUAL NUMCRO



e
-

CSTARA DUIMLICADDy COLAMENTE DARA QUL AL MENQS UNO SE DIRLICO.
LOS TERMINOS ENCONTRADROS FOR LA FACTORIZACION SON ALMACENALOS
EN EL ARREGLO IFAC.
DOURBLE PRECISION XRsXX,RXsRX[NUME
COMMON MN(2000) s IFAC(200)
INTEGER PN
II=0
XR=NUME
00 11 J=1sN
XX=PN(N$2-1)
R¥=XR/XX
JyR F\Xi‘..:
RXR=IXR
1? I (RXE~-RXR)Y 11,20-11
20 AR=RX
II=II+1
IFACLIL = FN(Nf" "J}
11 CONTINUE
IF (XRVERWL.0) GO TO..12.
IREDT=C
RETURN
12 IREDT=
RETURN
ENL

OO0

SUBROUTINE PPIW"& (HF s NIND,

30

ESTA SURRUTINA GENERA NLHEROS PRIMOS USANDO EL ALCORITMO CONGCIOQ
COMO RCD0 DO EROTOSTENES, - e :

COMMON PN(2000)Y s IFAC(2 00)

INTEGER PN

0 18 I=1.NP

PNLT) =]

LUMEB=NF

ST=3ART (IUME)

[

i

=0 o
10 10 TSl T
IF (RNCD=PNCIHF)) Se5:6
II=IT417" :
8o TO 10
$ X=FN(I) /DY
LX=X
RLX=LY
IF (X-~RLX) 141041
1 TI=11+1 :
PNCIT)=PNCI)
10 CONTINUE
IHE=THIH1
HIV=FNCIHR
IF (DIU=~GTY 31494
LL=II
60 TO 11
3 NEN=TI
RETURN
ENII

e
ra

(4]

L=
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APFPENDICE II

Trezramzs rars @l csloulo de estrones vélidos ror el método del
determinsnta,

C1 rrosrams aua se Aresants en este zRéndizes Fermite conacen
el ninero. de ratrones vilidos de King-Altmzne medisnte el  mélodo
gl determrnante (Caritulo Ils-saccidn 2.2412, : o

€1 mrogrema estdé zodificsde en FORTRAM w ests  formesdo For un
Feodrama princirsl v owne subratins 1lsmeds MINY, v

w1 o= am: Rrincirsll 33 toms  los detesy que g8 slimentsnow

= metriz de corte NAY como se menclons &n @l teuxtos w o)

mulbizliczsaidon d2 1z astriz ds corte ransrestsy

do arm un Setsrminente A S NV NV s 21 rbmero

-1 de ls figure sue g2 formd con &l Froruasto.

rezlizedo a2ztoy 1lems 3 13 zubrutineg c calouls @l ova-

determinante Fror &l matado de normsli 3 21iminacién

~darHEn,

Loz datos de entrsds se mussiram-2)l 15 tsble & 2,1, Los dia-

2rimas de Tludo del rrosrs me gy de la subruting se Rrezantsn en lss
201 A2 :

TARJETA

NE
4
EY
MY
% ode rams . 1oe T CNER ()
2 nodo dg origen 3 -4 M1
rodo @42 arribo S -5 N

() Urns tardats por csda ramd de lz figurs formesds = rsrtir del me-
canismo proruestor an totzl HE tarietss de este tiroy




s

Formato de sslida.

Le imrresion de resultados estéd formads?! 1) ror los datos con
aue se alimentd el rrogremsr 9 2) 21 walor del determinsnte aue se
calecull v aue es 21 ndmero de ratrones vélidos de King-Altman sor
@l mbtode del determinente, E1 =rorésito de imrrimir log fates de
artredas @3 com el fin 38 detectar rosibles errores  aue lleven 3
msles interrFrretzciones.,

El formato seneral de sslids es!

DATOS DESCRIFTIVOG DEL MECANISMO
NUMERO DE RAMAS = NE :
NUMERQ [E HOTOS - 1 = NV .
RAMA & 1! NODM DE QRIGEN =

, NODO TE ARRIKO

- pd em e

#

RAMA & NE! NOUQ [E DRIGEN =
NUMEROD LE PATRONES = [
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L Reao neg,n1,n2 |20

30

NA(N1,NBR)=-1

40
NA(N2,NBR)= ¢

Fige A 2,1 Diadrams de . fludo del Frodrams rrinciral delkAFén—
dice 11, ‘




DET=1.0 37
Je1

{1=A(3.K)

Fig,e A 2.2

81

- 141 -

I"rpvm(:cm.):rpv_ur(rcm.)n 4[

[ prvor(1)=A(1COL/ICOL) |

oerepTvoT(1) ol

Diagrama de fludo de 1la SUBRRUTINA MINU.



—

['— A(ICOL,L)=A(LOL,L)/PIVOT(])

r2

f :'A(sz‘;'fn‘)jé:( ‘

2

TLALLL, 100U =6 ’ ey

+2 Contimuatron.

142
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Listedo del rrodrsma del Aréndice 11,

c FREFOOOREOORR R Rk ook R R eroob Rk kool ol g
C X FRINCIFIO REL PROGRAMA ., b
C ¥ b
G ¥ ESTE PROGRAMA CALCULA EL NUMERO DE AREOLES FOF EL HETODO i
c ¥ DEL DETERMINANTE. !
c % - LA DIMENSION DE LAS MATRICES Ar L Y M FUEDE SER CAMRIADA 3
[ ¥ FARA QUE IT GEA IGUAL A NV, DOMDE NV ES EL NUMERO LE NODOS-::
c E2 P TS LRSS 2T S ISR LS 22222 IRPL AL LSS AL ST IASRT DAY
£

x

LOS DATOS DE ENTRANMA FEQUERIDOS FN FORMATO I2 TOM:

& 1) NUMERD DIE RAMAS, NUMERO DE NORNS-1 :

N 2 EN TARJETAS SCEPARADAS UNA FPOR CADA RAMAr EL NUMDRQ DE RAMA
2 ASIGNADOY EL NUNERO DE NODO DE RONDE FARTE LA RAMA Y CL

C HUMERQ DE HNCDO A DONDE LLEGA LA RAHA.

¢

FILE 1(TITLE='ARCH/DETCR',KIND=DISK,MAXRECSIZE=1S, BLOCKEIZE=2y

1 AREAS=1/ARCASIZE=14.SAVEFACTOR=3, NEWF TLE= TRUE?
UIHENSION MACT0100)1AC20,20) L (03 sH(20)
READN {5,100) ME,NV

A00 FORMAT(IZ.ID)
MRITE (1110

110 FORMAT(® DGTOS LESCRIFTIVOS DEL ﬂECANI Mo 3
MPITE (1:115) NE

(15 FORMATC(/ 0 NUMCRO DE RAMAS = /412)
WETTC(1,120) NY Sl

120 FORMAT(//+ NUMERD UE N0n0a~1‘=~fg12y

0 301 I=tsNE

00 301 t=L.pMV
301 NA (JeIN=0

oo 2o ’-‘1' NE

READ(T 21 1) (NBPrNin”‘
211 FDRMHT(4OIQ

NA(NL yNER)Y=~1

NA(NZvNBﬁ)- ! r
WRITE 14149 NRRyNL N2 oiml e
140 FORMAT(« ' RAMAE 214,71 NODO DE .
22¢ CONTINUE S
30 20D Is14NY
a0 207 J=1eNV
AT =0 ‘
10 204 K=1:NE : : :
AlTsJ)= A(I,J)*NA(IyK\*NA(J-K).
204 CONTINUE
203 CONTINUE
202 CONTINUE
10T FORMAT( Y
CALL MINUCGANY,ID
WRITE(1,104) [t : L
104 FORMAT(//%° NUMERO IE PATRONE” =45F1070) 0

iGéN—'-I4, ,Nono na TARRIBO="+ 14)

LOCK 1
STOR
c FIN DEL FROGRAMA FRINCIFAL, B
END
SUBROUTINE MINV (AyNsDET)
¢ INICIO DE SURRUTINA

[ CSTE GUEBFROGRAMA RESUELVE CL DETERMINANTE A



—-
s
N

DIMENSION AC20,20) IPVOTC20)yFIVOT(20)
LAS 3 SIGUIENTES DECLARACIONES INICIAN CL TROGRAMA

57 DET=1.
00 17 J=1sN
17 IFVOT(D)=0
0o 139 I=1yN
LAS SIGUIENTES 12 ORUENES FUSCQN EL ELEHENTU PIUQTE

T=0,
0o 9 J=1yN .. ; : R
IFCIFYOTCD L EQ 1) GO TD 9 e
13 Do 23 K=1yN
IFCIFYOTC(RY=1) 43!23 81 S
43 IFCABS(T).GE. AB"(A(J!N))\ GOTOC2
83 IRCUW=J
ICOL=K
T=A(JR)
23 CONTINUE
? CONTINUE -
1'F‘"OT(ICO')~-.I:F"'C’T(ICCI i e
LAS SICG..3 DFUENFS PONEN EN UIﬂfDNAL ﬂL PI“OTF

IF(IRCW, EG IPDL) ”0 TD 10
73 DET=-DET : :
DO 12 L=1,N
T=A(IROWsL)
A(IRON:L) A(ICOL:L‘
12 ACICOL,L)=T
109 FIVOT(I)=ACICOL,ICOL) .
RET=DET¥PTVOT(I} R

ACICOL,ICOL)Y =1,
Do 205 L=isN
2095 A'ICOL:L)—n(ICDL#L’/PIUDT(I)

347 DO 135 LI=1sN St
IF(LI.ER,ICOL) 00,70;135‘
21 T=ACLILICOLY o
A(LI,ICOLY=0
10 89 L=1yN’
89 A(LI/LI=A(LIILI-ACICOL,LIXT
135 CONTINUE ,
81 RETURN i
FIN DE SUBPUTINA
ENI!
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AFENDICE III

£l rrofrzma rresentado en aoste aréndice estd codificsdo en
lenduade PL/T 2 caloula! (1) Los petrones vilidos de Kirmg-Altmans
(2) 21 ninere de esrecies libres en el mecsnismor (3) el ndmero de
ratrones de Nins-Altmen ror 2l método del determiniante (ver Aréndi-
ce I[I)s () el ndmero ¥ comrosicidn de los ratrones de King-Altman
(ver Aréndice IDy (3) las acusciones de restriccidnm v (&) la exrre-
zian Jde velocidsd del mecanismo rroruesto.

im

£l rrograma de este sréndice se ruede dividir  en seis eartes
como se indica s continuacioen.

I'a 1z lines 1 3 13 " S1 se dafiren las variable= a usar @ 3@ hsce
lz lecturs de urna rarte de los datos. g

Y De 13 linea.52.5.13 83 ze termine 13 lectu 1
iz 21 ndperao de esrecgies 11bres.

) De la 11ne= ‘B84 3 1s 119 se cslcuis el namero
KinZ-Altman POF el método del de*ermlnante (ver ‘A énd

") De la llnea 1”0 B 1= "39 da- determlna 105 patron
King-altman For 2l motado Pollnomx;l‘(verrﬁpéndlce I,

2) De ls 1linez 240 3 la~+ 516 ze.determins- lss. . .ecuaciones de
restriceion rars-el mecsnismo rroruesto. .y .. TR

3 De ls ltnes S16 sl final, se cslculs 13 exrresidn de = velocidad
#sra 2l mecanisma,. i et

Tal como se rrasentas el rrodrama ~Jede obterer resultzdos di-~
rectsnente de mecanisnos hasts de 11 ramasr we que rars meEcshismnos
aue ze excedan de este valor el rprodrama fslle ror sroblemss de so-
treesrecificscidn 8l hacer los - cilculos de los ratrornes de
Hing-altmarny deterniendose 21 célculo. El =roblema rsdica en aue el
comrilador PL/I del sistema  ERurroudghs (Imstalado en 1la U.N.AM)»
2zt4 limitado & menedar rrecisibn sencille.

Fz2rz maneJdar esta limitaciérs se ortd ror obterer los Pstrones
de King-Altman ¢ tods lz2 informzciénr necessria aue ndo se ruede cal-
culer ror el rrodrama da este seréndicer ror medio del rrogrema del
Arbndice Iy aue eztd codificedo en lenduade FORTRAN: lo gue rermite
21 mznejo de doble rrecisibn., - Se slimentan los ratrores como datos
rara obtener la ecuscion de restriccibn 9 ls exrresidn de velocidad
4ol mecanismo sroruesto.

Las caracidades del ﬁrosrama EERN-] hacer los calculos de un me-
canismo son :

2) 25 Ramas miximo.

) NUmera de nodos mennr ‘al: n&mero de: ramas. :

c) 100 Constantesrde'Veloc;dad.:Al.
4) 10 Sustrstos w70 rroductess
Loz datos de entrads ze describern em 13 tabla A 341 Los dia-

drsmas de fludo se rresentan en la fidgurs A 3.2 ¢ 1s forme general
48 escritura de los resultados 20 la fizdura A 3.3.
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Tablas A 3.1 DIztos de entreda al rrograms de generacibén de
ecuzcicones de velocidad,

Tar §

o
or

a . Descripeibn . -

No. de ramas(b)"
No. de nados{n)

Rama # (by)

"del" nodo §{n¢)
"al" nodo ““ts

* Constante de vel. ;
de formacidn 11 =15 “ " Caracteres un elemento para la variable del arreglo X
2T K(RX) {1a constante de velocidad) donde 1=XX=# de
o constantes y XX es el nmero asignado al
paso de reaccion #
o en blanco  si es irreversible

o cero(0) Ordinariamente en blanco pero el reactivo

. correspondiente es indicado
* Reactivo 17 -20 Caracteres Un elemento para la variable del arreglo S
(usualmente sustrato) s{Y) donde 1=Y=# ce reactivos y Y es el nimero

asignado al reactivo (incluyendo productos)
o en blanco Si la constante correspondiente esta en

blanco
s«sCanstante de vel. 22 - 26 Caracteres Ver comentario para constante de formacidn
inversa K{xx)
o en blanco
. o cero{0)
**Reactivo 28 -3 Caracteres Ver comentario anterior de reactivo
(usualmente progucto) s(Y)
o en blanco
3 Reactivo seleccionado 1 - 4 Caracteres La ecuacidn de velocidad sere generada en
s{Y) funcidn de este reactive

* la rama bj abandona el nodo ne ¥ entra al nodo "y

** La rama by abandona el nodo n ¥ entra al nodo n¢




Tabla A 3.1 Continuacion.

Nata: s{ el nimero de ramas b da la figura geométrica formada a partir del mecanismo propuesto es
mayor a 11, s@ deberan obtemer los siguientes datos a partir del programa del Apéndice 1 y
deberan ser insertados a continuacién de los datos de la pagina anterior.

Tarjeta Oescripcidn Columnas Campo Comentarios

3 4 de patrones 1-5 Numérico Patrones validos de King-Altman
generados
§ total de ramas 6-10 Numérico Generalmente es menor al producto de § de
gque forman las patrones por el nimero de. nodos
patrones
Igual al punto 1 - 15 Numérico
anterior

5 Ramas que forman 4 espacios Numérico Una tarjeta por patrén
los patrones por rama




Formato dgeneral de 2scoriturs de detos.,

imeresidn incluwe detos slimentedos.
e rd de retrones ror @l matodo del
rap el método rolivomisl las

de restriceion wndierendisntes (i

=

s
P

Wi LD RAMAS =

NDRAN

fiamero de
UEtEleﬂuﬁt“v
farman
cisten)

fEmass Que

SUECIOM TOFQLOGICA DEL MECANISHO EMNIIMATICO

143

psretiaes
namero

wada

MUMONE H0[0S = NHODE-
Bana 1 nrL None‘uiﬁaL;Nupq ML KRR SUYY KON SeY)
Rt NORAN. DELNODIO Ni AL NODO Ht ¥ & O
wevey RESULTADDS  %ispky
Y ODE ENZIMAS LINRES = NFREMZ. . o , -
4 BLOEAT FﬁNE“ B0 EL SETORD DEL DETERMIMANTE = QETER
{OOF PATROMES FOR L METOUD POLINOMIAL = NTR
FATEDNES VALIDNS DE KING-ALTHMAN
PATROM ¢ MUMERD UE RAMA QUE COMPOHS EL PaTROM
xaal 1
1 IRANAS OUE COMMPOMEM EL PATRON 4 1)
HTE spamad QUE COMPONEN AL PATRON & MTRG
COUACTIONES D RESTRICC! ATFECTOS RELALDIONADGS
fERhle Bl @l mBErEnlEaEs tes?
TIEZ) = (LCUACTAN ©
AU = VALDR “unr L OPROCRAMA
HEON = ”‘LDF o Bl I'ROGRAMA
TER = SALOR f COT Ed 5o 2L PROGEARA
PO = COUADTONE TON ENEUNCTON BT SOMATANTEC

'NDLYLNDF[WT"'

COUACTON NE VELOCIDAD
HODODOOL ) = MODGOLY Mo, v
HODDC K o= NODDC RY b ovevscnn

UoHoM =
ALNETD

DEMOM G
NUMET 0 e
YELOS = HUMCDR/DIHOH

11~
de
Uhd oy
4 la ecuacion



MODELOD DE REACCION ENZIMATICA Aj

-1

CAMBIC DE NOMENCLATURA PARA. SER
DESCRITO-A LA COMPUTADORA :

INICIO DEL PROGRAMA
DEL APENDICE 11T

" INICIO DEL  PROGRAMA
“DEL ‘APENDICE" ‘1

SN

LECTURA DE DATDS SIGUIENDOD: =
EL MODELO DE LA TABLA A 3.1, .0

POR EL METODO OEL DETERMINANTE

CALCULO OEL NUMERO Y ELEMENTDS.OE
LOS PATRONES VALIDOS OFE KING-ALTMAN
POR MEDID DEL ALGEBRA DE WANG

L T
L MECANISMO PROPUESTO

GENERACION OE LA ECUACION. DE
VELOCIDAD PARA EL ~ MECANISMO

GENERACION OE ECUACIONES LENE CICLOS. CERRADDS | -
OE RESTRICCION ¥ CON PASOS REVERSIBLES| |

GENERACION DEL NUMERS ¥
ELEMENTDS'

E LOS PATRONES !

R

—

R
“j'

CALCULD DE ESPECIES LIBRES --i- | L R e ESCRT TURAL DE- RESUL TADOS }
DEL MECANISMO SR Sl ~ J

B A M -

“"INICIO DEL PROGRANA
DEL APENDICE III
CALCULG DEL NUMERD OE -PATRONES N

[ LECTURA DE DATLS 3IGUIE&Dl;
EL MODELOD DE LA TABLA A 3

I

CALCULO .DE LAS ESPECIES
‘ U LIBRES

T [,

ERMINANTE

|

SR

'*:l‘jf

i £SCRITURA OF RESWLTAROS |

LECTURA OF RESUL TADOS

“DEL'PROGRAMA™ APENDICE 1
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o

CHINING PROCODURE OMTIONS(MAINGF
ool Ll NEOL‘T ””ARACTER(SH)?
OOL FORTEM MILD RECORD QUTPUT ENVIRINDG="DIGK ' sMAXRECSIZE=00»
ULDCNSILE=1OsPROTECTION~’PPC‘CLTED P BAVEFACTOR=30:
TITLE = aRCH/DATA JUNITS="CHARACTORS "y NEWFILE="TRUE 3
PUT PARSC EDIT(Y DOSCRIPCION TOPQLOGICA HEL HECANISMO ENZIMATICO/)

Al
+

{2y X0, (2
FUf DE RAMAZ =, MDRANMLSHIFYALF(2N)E
HUH DE NODOS=' - MMODE) (SRIPArFE2))5

Y011y AUTOMATIC:

INARY F'“L“’1‘~ AUTOMATICS
- mAMATIO:

A I

It

A S SR ]

\1
3 FIXEP(l'} ALTOHA

o Jn—-lV FliEﬂfl‘\ “TDﬂﬁTICv
ATRECIZS. 2T WIthY FIXED(LLY SUTONATICS
TYCLII2S, 25 GINARY FIRED{1L? &UTDHnFTCa

RICI2S.2Y CHARACTER

oLO0D
TCIHMAL FTAERCLL):
NMOON (25 - IT R0

“LPidA F

TRETOLL)Y AUTOMATICS
MAL FT?ED(ll? AUTOMATICS

LwT

l’\|\"1']'AL:’\ T

DECIMAL I e
Pellel3et75 1000252003137 04143047

TLATTN7008%09.970 oy 2E0N0C PRINOG O S

AMATC= ‘)9

IMATO=03
¥ LCCTURA DL LOS DATOS UEL HECANISHD FROFPUESTO | %
Do oLo= L TO MURAM: R
BET EUIT'NUR:Nl*ﬂ:sﬁTC(Nﬁth)vSUB(NBRMl)}RTC(NUR!Z)'
CUTNDRY D CORTR ALY P2 XY o TU2Y ALYy FU2Y XL ACS)Y s XL
ALAYyMLL, T L) A ()Y
S ESCRITURA DE LOS DATOS DE CNTRADA F
PUT COTTANDR,NT N2 RTCONDR . L)+ SURYNER, 1) s RTC(NDBR- 2D »



- 151

GUR (NER,2)) (COLUMNAS) oF(3) sF(OYrF () s X(2)sACS) s XCLI P A h XD 1 AL S s
Y1) rACH) 4

Pk DETERHINA CL NUMERO DE ESPECIES LIRRES X/
3=N13
V4 N2§

IF N1XS0 THEN LOJ

NE=NTHL:

HF (NG)=N1-704%
N1=N1-90}
NJI=N1 'NNODE
END$
TONTIS0 THEN DOGs

Pt s
.\‘-—n\.“.r H

HF (NG )I=N2-90¢

V2=H2~903

H4=N2HHNODE ¢

[ 2hi

AT ONTIIy 13 =NL s
HMATCNRR, 2 =2
NMATC(NE 1 ¥=NT S
NMATC(NDR Yy 23=NS !
HATRCINL o HG :
SATRO D O NERS
HATROCINT IR

P4

HATREC (N4 MERY =1 ;
g
SAXYTHF LS
20 I=2 10 NS

I7 NFCIDYMAKY THEM MA¥X=NFII)}
!-f‘l‘f'x

HrREMI=HAKY:
MEATQ=MMATE )
C% LZCTURA DEL SUSTRATO JDBPE EL QUE SE DETFFHINAFA L& EC BE VEL, &S
SET ZDITIRLY) (HFIF,ﬁ<4>)v )
ANMOD=NNODE - 18 : : .
PUT 3RIFGGY CDITC m****RESULTADOS*#*ﬁ**')(R);
TUT SNIFCZ) CDITCY & DE ENZINMAS LIDBRES =/ /NFRENZ) (SKIFyAsF(I) )}
Jm RUTINA DEL CALCULS DEL NUMCRO -DE PATRONCS DE- KING-ALTHAN FOI
L MCTQDO DEL ﬁCTEFHINnN*Eo o X/
00 I = 1 7O NMNODS - T
00 4 = 1 TO NHMOD+
o0 K = 1 TO NRRANS
DETHATII W = qETMAT(I-I\ + ﬂATRE(th)*HATRC(J K)$
NI .
IND3
TND
DETER = 1% S
06 I = 1 TO NNNOD- : L
Ir DEThﬁT(I I) "= 0 THEN GD TO NOTZERO:'
oY =31I4+17T0 NNNDD, g
IF DETMATCJsX® = Q- THEN bD TO aTIL’EROr
(0K =170 NBRAN- :
HOLD(KY = DETMAT(J:K)-5 i B
DETMAT(JsK) <= DETHAT(I;K):"*J e
DETHAT (1K) = HOLDU(K)F
NI . R
S0 TG NOTZCRO:
STILZERO!
CHD ) ’
T EDIT? MATRIZ ZIM RANGCO COMPLETO-DATOS DE ENTRADA MAL‘) (SKIP-ADJ
Z70FP:



HOITZERDS DO J = I+l TO NNNODY
DETHOLD = DETHAT(JrI)/DETMAT(IvI)v
D0 K = I TO NNNOD? ’
DETHAT(JYK) = LETHAT(JIK) -,BETHAT(th)*DETHDLD:

ENDs
EN[? S
DETER = DETERXDETMAT(I I) i
END o A
[IK=HNNOD?

OCTER= DETER*DCTMAT(IJh:IJh)~

CUT CKIP(2Y ERIT(/ # DE PATRONES POR HETODO DEL UETERHINANT‘ ;rDETER

CAFCS)Y3
S CalCulo DE LGS FATROMES OE KING- ALT“AN (BETERHINA LAo RAHA" QUE
QUL FORMAN CADRA UND : FRSEEY 94
<% CUENTA EL 4 DE RAMAD QUL CONCCTAN CADH MOIID 7‘¥/ X
® ALMACENA EN NCON(I) - CL TOTAL EN NTCON *7/

SfSIOTL ONUMERD DC RAMAS CS MAYOR A 11 ES NECESARIO QUE SE- -
ALIWCNTEN LOS FATRONES CALCULADOS FOR EL PROGRAMA DEL . -
AFCNDICE T, SI ES IGUAL O MEMNOR A 11 EL PROGRAMA DETERMINA

LQ° FATRONES DIRECTAMENTE %/
IF NDRAN » 11 THEM GO TO XYZ: ) :
CLSD Io#

NCRH=03

MTCON= 97

0T = 1 TO NNODE:

D0 J = 1 TO NERANS
IF MATRE{I.N = 0 THEN GO TO CNDJJr
HTCON = NTCON 4+ 13 :
MCONCIY = NCONCI) F 1
HPATCHTCONS = NPCJELYS

ENDJJE ENDE

END: :

/% CALCULA EL PﬁODUCTD 0E NQDOo*i -QUE INPIHEN EN SECUENCIH FOLINOM %

IF NNORE = 2 THEM D03
NTR=03 R
o0 J=1 TO NERANS : N :

IF HATRE(1:1) = O THEN GO TD NOL#:

NTR=NTRELS
NPATINTR) =3

P0G EMDS . . Loy S i
NTT=NTR LS G e R L
GO0 TO FOLYS ' T :

ENDS
NCC = NCON(1)3
HTC = NCON(1)3

ng I = 1 TO NCC35 :
ICOLKT (L) = NFAT!I); : :
ZHDG g
ON FIXEDOVERFLOW BEGINI PUT LI T( IG'!IG(NI)D*IGULKT— ) B
ICULKT(L)!’NP‘T= !NPQT(NTCPK GE REQUIER UQBLE PRESICIDNf)'

oHD3
mJd=1 TO NNODE-
NI =
Lo L : §
0o K= :
NI = NI P 15 o
IQCNID) ICDLkT(L) X NPAT(NT.,+”KX€
ZHDG -

CND

NCC = NI§

NTC = NTE + NCONCJ + 1335



oI =1 TO NCC;H
ICOLKT(I) = IQ(CI)}
CNDs
END
/% ELIMINA TERMINOS CON VALORES DRUFLICADQOS
N0 J=1T0 NI - 1i
POK =Jd+ 1 70 NIS
IF IQ{J) = IQ(K) THEN DOj
IQ¢d) = 43
IQK)Y = 4%
END§
END%
ENDs
S%¥ FACTORIZA CADA TERMINO-EN SUS NUHEROS PPIHDS
NTC = 03 )
NTR = 03

=.1-TO NERAN:::
XX = NF(NBRAN + 2 = J);.
= XR/ XX} 'ng?grfm~j$’
IXR ='RX + ,5% :
AXR = IXRr :
IF'RX RXR THEN DOr
= RX St
II II b 15 & T R
IFAC(II) NP (NBRAN +0 =gy
ENB! o ol

ENI'3
IF XR "= 140 THEN 8o T0 IIENDs
NTR. = NTR + 13
00 Jo= 1 TOUNNNDRG
NPATCIHNTC) = IFACCL}
ENDG :
NTC '= NTC + NNNODj
IIENDG  ENIG
NTT = NTC + NNNOD
10 I =1 TO NTR}
M3 = 13
D0 4 = 1 TO NNNOD;
D0 K = MG TO NBRANS

ENDy
FNIOPN? M5 = K+13
NFATI(NTC + 1 -J) = K3}

ENDI?
NTC = NTC - NNNOD}
ENDj
GO TO FOLY:
CND$
XYz ) i =y
SET SKIF CDIT(NTP;NTC:NTT)(B(F(S))):‘
DO I =1 TO NTR Sty
NTT=NTT-NNNOD;
GET SKIF EDIT((NPAT(NTTFI J) no~
CND3 :
P;OLV 0]

153 -

X/

. 74

IF NPATI(NTC + 1 - J) = NP(K+1) THEN GO TO FNDPN;}

1 TO NNNOD)) (X(8)118(F(43));

~UT SKIP(2) ENITC’ & DE PﬁTﬁDNEa PDR EL HETODO FOLINOMIAL= ‘sNTR?

CAPF(5))i
FUT SKIP(Z)S



FUT SKIFP(Z) EDIT(’ PFATRONES VALIDOS [DE KING-ALTMAN’)Y(A):
PUT SKIF(3) ERIT(’ FPATRON # RAMAS QUE COMMOMNEN EL PATRON’)
(AYFFUT SKIF(2):
IF NDRAN:11 THEN NTT=NTCj
ELGE NTC=NTTj
00 I = 1 TO NTR/
NTT = NTT - NNNOL3
PUT ERDITCIL(NFATANTT t 1 -J) 00 J = 1 TO NNNOD))
(COLUMN(2) yF(S)»18(F(4) )3
ENDS .
/% RUTINA DE ECUACIONES DE RESTRICCION %/
STRT?
NNODE=NNODE +NFRENZS
HMNOD=NNNOD+NFRENZ ¥
HATRE=MATRECS
MHAT=NMATC}
NH=03
U0 I = 1 TO NNNOLD
TRYJH DO J = 1 TO NERAN{
IF NH{J)"=0 THEN GO TO TRYJEU L
IF MATRE(IrJ)=0 THEN GO TD TRYJEDG s
HH(J) =13
DO 1J=1 TO NNORE} ‘
IF JJ=I THEN GO T0O ETJJ¢ -
IF MATRE(JJIyJ)=0 THEN- GO TU ETJJ
00 II=1 TO NERANS iz ;
IF MATRE(I,II)"=0 THEN IF ATRE Jry II)”“O THEN HATRE(JJ!II) 03
ELSE MATRE(JJ,II)=13%
END3
ETJJE ENDG
GO0 TO OUTOFJS
TRYJED! END; : :
PUT ERIF(3)Y EDITLY NO oE ENCUEN RRN CICLOS ND HA ECUACIUNES ﬂE REST
RICCION Y CCOLUMNC(DY yA) ¥ £ -l i -
GO TO FFFFFF3
NUTOFJ: ENDS
FCYCLE=0DSF
1=07+ B : T ; f .
pg J=1 TO NBRAN; e EEEE U o I R D
IF NH(J)=0 THCN DOr
I=I+13 o
FCYCLE(I+J): 1?~'
IJ=05 ; ,
00 I11=1-7T0" NNOUEr : -
IF MRTRE(II!J) 0 THEN: GO TD NXROU' :
Td=139 0 . :
00 JJd=1 FO NBRAN-
IF. MATRE(IIJdJ)"=0 THEN I NH(JJ)"-O
THEN FCYCLE(IIJJ) 1;'
ENDS
NARDWS END$ . :
IF IJ=0 THEN DDvV :
I=1-13 707 T
GO TO FC3
ENﬂv T
CND{' T

ress ENDG - e L
IF 1=0 THEN GO TO FFFFFF3
Noc=1;
STRTAZ2!

00 I=1 TO (NOC-1)}



SNOC ="*
00 J= (I+1) TO NOC;
00 JJ=1 TO NORAN;
IF FCYCLE(I,JJd=1 THEN IF FCYCLECJrJJ)=1
THEN GO TO AZENDJ}
ENI
SURSTR(SNOC,Jr1) = “173
A2ENDIJS ENDG o
IF SNOC= ¢ THEN GO TO A2ENDI; =
RO J= (I41) TO NOCj
IF SUDSTR(SNIC, Jr1d="1" THEN 1o;
II=NOC;
RENY  IF SUES TP("NDC»II:I)"'I' THEN no.,
II=II-1}
IF II<J THEN GO TO AZENDIG
CLSE GO0 TO REMG ,
Lot EMIG
SURSTROSNOCY Sy 1) = ¢ 25 00 Dot
D0 JS=1 TQ NERANG.
NHOLDO=FCYCLE(Js dSY S
FC'CLE(J;Ju)‘FCYCLE(II;Ju)r
FCYCLECII,J5)=NHOLD
ENDS

END3
A2ENDTY ENDG. o : o .
S% FPUT EDIT(‘(FCYCLE(II JY=00 {BRANY D0 II=1"T0 NOC?)
' (COLUHN(Iu,,I“(F P e
A3:  IR=03
ISCT=13
IFCT=17 -
;PCT 140
RPAZY D0 I=1: TU NBRAN
ISLISCT» I
ENDG ssma s
IF IFCT =._NOC -THEN G
IFCT=IFCT +-13: 7
no I1=1 10 ISCT;.;

IJn=0;: :

0o -J=1 T0- NBRAN
IF IS(IyJd)=1 THEN IF FCYCLE(IFCT:J) 1 THEN UO;
IJn=1; frEn ;

IRCIRCT d)=0%

FCYCLECIFCTY

END;

ELSE IR(IRCT»Jdl=1;

ELSE IF FCYCLE(IFCT,J)=1" THEN IR(IRCT;J) 1;
ELSE IR(IRCT»J)=0} :

END5
IF IJdD=1 THEN IRCT-IPCT+1:
END}
SIR=‘ '}

MO I=1 TO (IRCT-1l# . “ =i
IF I=(IRCT-1) THEN GO TO aI;':g
IF SUBSTR(SIR,I,1)="1" THEN GO TD IABEH:
o t=(I+1> TO (IRCT-1)} ,

1I=0}

IJ=0%

IJR=0% U
DD K=1 TO NBRAN;~

IF IR(I,N)=1 THEN II=IT}1;

IF IRCJIyK)=1 THEN TJ=IJ17




IF IRCISKI=IRCI,KY THEN DO;
IF IRCISK)=0 THEN GO TO IJKELDS
TUR=IJK+13
CND#
TJRELN ENDS L
IF IJK=II THEN SUDRSTR(SIRsJrl)='1%}
y ELSE IF IJK=IJ THEN JUBQTR(aIﬁrIrI)”'i"
CND#
IF SUESTR(SIRyIs1)='1° THEN GO T0 Iﬁ3Eﬂl
ISCT=ISCT+L; : B
00 KK=1 TO NBRAN;
IS(ISCTKRY=IR{I/KK)?+
. CNLs
IAJED! END}
ISCT=IGCTHLS
IRCT=1s%
G0 TO RFPA3E
PRCYCY II=0i
oo I=1 70 ISCT$#
R0 J=1 TO NERANG S
IF IS(Isd)=1 THEN. HO K— 028 :
IF'RTCCIKI= 7 ZIRTCAIK) = O'IRTC(J!h) - o
CIRTC G R =20 SPRTC(I KD flPTC(J!r)f"'O ‘
THEN 00 TO IRUar e

2]
-

ENU! SHRE
;r I “II T“EN DO Jd
”fIIJJ) I"(I,J)v

'RU ;NH: . i
CT IS : ‘

S% UERIFICHCIUN ne- TDHAJ Lﬁ
HH=03% =
00 I=1 TO ISCT; S e e

DO~ J=1 TONRRAN; o0
IF IS(Iv )=t THEN IF RTC(J!I)‘
IRTC(J ¥ 1)=7 2IRTC(Jy 1) =200
(RTCC(I. )=/ 0 FF
ZLSE IF RTCJs D)= CCIRTC(Js2)
IRTCCd 2)m20 o PARTCA Sy 2)= 00

THEN GO TD FROLS ) S
ELSE NHC(IX=NH(IY+1%
CHDS
GO TO TERMFi

FROE! NH(I)=03 i o :

TERMP? ENDG

PUT BRIF(3I) EDIT(’ ECUACIONES DE PESTPICCIDN'Y-RSPECTO" RELACIONAJO ’

{AYSPUT SKIFY : o
PUT EDITC(S CN CL QPCHIUU QRCH/DATA')\A)r FUT aKIPs
KUCT=03
SNUMX=KVCT Lo
Do I=1 TO ISCT BT
IF NH(I)=0 THEN GO TO ENDTT; e
KUCT=KVCT#15
SNUMX=KVCT$
NHP=Q3 .
LINCOUT= TS NUHXI" =4
LPOS=13%
[0 J=1 TO NLGRANS



IF IS(I.J>=1 THEN DO;
SURSTR(LINCOUTSLFDSy L3 =" (“LIRTCAJr 12117/ LIRTCAIs 221 17) 75
LFOG=LPOS 135
TJCT=NMAT(Js2) 3
HHF ) =13
I=0}
50 TO XITTTSS

ENDY
END;
YNITTTSS II=IIH1: : S e ;
I LI=NH(IX THEN GO TO BRITT:. - : : B
00 E=Jd4+1 - TO NDRRAN; L L

IF HHPCRY=0  THEN I ISCIANY=L  THEM DO
00 KL=t TO 23 o T ,
[T IJCT=MMATIR KLY THEN 005G
I II=4 THON DOs
DETR(LINEQUT LI 0Ss 10=73 7§
WRITE FILE(TORTEMS "ROM'LINt“UT‘" o
LINEQUT=" T(’t!SHUH,'l'>-r("! xuny--'>"
LI'DS=10 : S :

ENDE FUET TR
TURSTR(LINEOUT. LFOS:14)=’*("'hTC(hth)"' '!!RTQ(N;3—KL)!!‘)’;
MHPCK) =15 ) SRR S R
LPDS=LFQS+14; LR
LJCT= :nar(h,s KL)3
cO TD XITTTS ‘

©ENDF

ZNDy
END#
BRITT :
SUBSTROLIMEDUT LFOS 30~ 272 .
WRITE FILEC(FORTPM) FROMCLINEDUT) ¢
ENDTTS ENDG
LINEQUT=" CONNVE= L LONUMKL G
WRITE FILECFORTREHY FROM{LIMEQUT) S

I;V

s ES CW;TURG DE TODOS L.0S CICLOS FUNUAMENTHLF“" */
CARDSIN2
r“Pr Op
N0 I=1 TQ NOCH
NHET )Y =05
Do J=1 TO NBRAN s e e .
Ir lL“CLLnI:J) THEN IF FTC(Jvl)" TIRTC(» = 2
IRTCC w1 0=" O ‘
RTCC A 1)=0 ARTCES, 1= 0 UIRTCds Y= 0 ¢
THEN B0 TO XCOUTMNHY :
CLBE IF RYCOM,2)=/ CIRTC(S, 2 0”RTC(a,.)= o
'RTC(J»23=7C CIRTC Sy 2Y=7 O "sTP(Js AR R

THEN GO TO XOUTNH»
CLOE NHOI)=NHOIY £44
CHDG
RYCT=RKUOT LS
G0 TQ XINNH;
XOUTNHSE  NHOIY=0:
HIHMHS
CNUG
SNUMX=RVECT?
LINEQUT=" HCON=‘'IGNUNXY 1S
WRITE FILE(FORTPM) FROM(LTIHEOUT)
D0 J=1 TO NDRANG
NHP Cds=03

PR



n

o I=1 TO HOC:
IF NHCIY"=0 THENS
IF FCYCLECI«J2=1 THEN NHF(J)=NHFPCI 415
ENDG
ENDS
CARDSINI!
00 J=1 TO NOC
IF NHCD =0 THEN GD TO XITFSTi
00 Jd= 1 TD NERANS
IF NHPCJJII=1 THEN IF FCYCLE(J:JJ)=1 THEN DOr
CNUMY =SUERGTRARTC(JJI 2D s 3920307
LINEQUT=- IPKC YICNUMXEY )= 1'||'a' i
WRITE FILE(FORTPM) FPOh(LIﬂEOUT)v;'
GO TQ XITFOTS L

.ENDi‘
ENDG ‘
XITFSY: EMD
CARDSINA?
00 I=1 TO NOC¢
IF NH(1)=0 THEN GO TO NXCYCL;
M J=1"TO NERAN» E -
IF NHP(J)=1 THEN IF FDYCLE(I:J)=1'THEN1D03
K=t et
g IJh—i TO HERAMS
IF MEYCLECTIsIJRY=1 THEN Ir IJh"uJ THE? rCYCLE(NOCi‘»;
CLEE FCYCLE(NDCHLSIJK)I=0¢
CLSE FCYCLE(NQCI1yIJK)=04

,A
'vs

ISC=NMAT( 4,13 5
LINEOHT=" f-lﬂrc<Jp:>l!'
Lroe=103
STAGCS , S
IF NHCI) = tK THEN 10 o
SUBSTR(LINEOUT s LPOSs1)="3 4} L
URITE FILCCFORTRM) FFDH(LINEOUT)r
60 TO NXCYCL;

LIRTE (D105

i DG
00 II=1 TO HERAN: °
IF FCYCLE(HOC 1+ I10=1 THEN [0}
IF NMAT(IIs1)=ISC THON IL=2j .
CLSE IF MMAT(II,2)=15C THEN IL=1j = @
ELGE GO TO ENDSTAGS -
Ir LFOS » 56 THEN DOj
WRITE FILECTORTPH) FROM(LINEQUTY§: .
LINEOUT=" ‘3 , : i
LFQS=73 R T ;
cnn,,, el

IK=IK113

SURSTR(LINEOUT,LPOS ,14)—‘*(’IIRTC<IIyIL)!I'"!lPTC(II F3CILY L

LrOS=LP054 148 e o
I0C=NMATCIT IL)
FEYCLESNOCHL »T19=03
G0 TO STAGCS

CNIG:
CHDSTAG: CNDG e T
TNIG S
SUBSTR(LINEOUT,LPOSy1)=/3"3
THD;
NXCYCL$
EMD$
FTFFFTs




NNODE=HNODE- NFRENZ§

HHHOD=NNNOD -NFRENT
NMAT=MHATO?
% FIN DC LA RUTINA DE ECUACION DL RESTRICCION */
/% RUTINA DE CCUACION DC VELOCIDALD. .

MUT PAGE CLIT(”  CCUACION-LE UELOCIUHD EN EL nPCHIUO ARCH/DATA 2 (AY S
MUT SKRIP(Z) 5 RGN

LAGTOND

ngr=14710 NNODE;

IF I = 1 THOM NTT = HTC: 7
ULSD NTC = HTT R :
SHUMK=1; L R T T '
TEWF =00 0 CNODOCSETSNUMXLL 2 =HODOC L ISHUMK L") 7
TRT=0% SR e R o .

LPOS = D450
a0 2= 170 NTRy g
NTC - NHNOLG

[

>
P
(]
won
L& St
-

MCN = 13
HHCHCHEN) =T
W= 0F
HIOLD = 07
NP0 3 _
5% 00 41 = £ TO NNNOD; e
IF HICI1) = 599 THEN 00 TO JiCHDH
IF HHCJD) == 0 THEN K = NH(J1))
CLSE [03 S
K o= NFATCHTE b 1 =J137
HH(3LY = X5 X

CRDG
0o Jz = L 70 2
DO J7 = 1 TC MCNf
IF MMAT U, J2Y = MHONCGJZ THEN D03 S
IF RTCIR.3 -2 =r CIRTCUK, T~J2) =/ O/IRTCAR, I-U2) = 0
IRTC(RK S - 220 CIRTCU(R,3-J2)= O CHRTCURy S-J2=2 O 7

THEN GO TO JENDe
JICN=MCHI1:

NHOLD = MHMOLD -+ s

HHOJLY = '}‘w

IF J2= 1 THEN NHP(J1) =

S CLSE NHPCILY = oo
HHCHLMEN Y =NMAT (K (3-J0))
60 TO ulCN[i

by

=
-~ )

CND ¢
STENDY ENDF
SZEMDY ENDG
JLENDG ENDRG
JENDRT U810 = JG1C L%
IF JSL1C + MHMOD THEN DOs
PUT EDIT DLAGRANA IHCURRECTO - NU Ev GRAFICR LONECTQDA OLAYE
STOrS : ,
Jﬂv S
IF HNoLD == NNNOD T“EN 00 T0' Ji
o Ja =170 NNNDﬂy S -
IF J4=1 THEN PLM=‘t’3 ‘
CLOE PLM= T3
o NHF(J4) 0 THEN DO
42 = 15

HHECI4) = NI (J4) )



K=NHF(J4) 3
If LFOS » 60 THEMN DOj¢
LINEQUT=TEMF$
WRITE FILE(FORTFH) FROMOLINEOUT) ¢

TEMP=" i
LFOS = 7%
IRT = IRT + 1§
END
IWROOT = 13 ’ e )
IF SURIK,J2) = ¢ £ THEN R G H
IF RTC(KsJ2)=" O/ IRTC (K J2) =" oo

IRTC(K J2Y=70 P IRTCAK JD)=" 0 JARTC(R» 2=/ 2
THEN DO3TEMP=RETENF} GO TO JAENDIEND; ‘
SUBSTR(TEMP ,LPPOS &) =PLMI LRTE (K J2) ¢

LFOS = LFOS + 63 .

NI
CLGE nos e
IF RTC(KyJ2)=/ 0"I\TC’h1J"" N

IRTCIKsJ2)="0 "f\TCU\IJn)=' O U RTCUIR M=
THEN DO TEMF=RETEMF: GO-TO J4END'EN[U Lt
SURSTR(TENPLFOSy11)=FLM! 'F\TC(F!J )' ‘ '*' f: ISU[(I]\,_I"),
LPOS=LFOS4118 s
o
JAENDY ENDS
IF IRT 18 THEN DQ;
LINEQUT=TEMP ¢
SURBSTR(LINEQUT-LFOS, )=" 371
WRITE FILE(FORTPM) FF\DH(LINEOUT)! .
TEMP =’ HODROC 71 LSNUMX L ') =NOROC 2L ISNUMX L2y <
LPOS = 247
IRT = 04
[ HER

JENDS EMDG
LINEOUT=TEMF} SR
SURSTRILINEQUTILFOS,1)= o
WRITE FILE(FURTF'M) FRUH(LINEOUT)!

ICNDS - ENDG : :
LFOS = 131
LINEQUT= DENOM= !‘ENDM' i
[0 I=1 TO NMODES§ o - .

ANUMK=Ti 1
SUESTR(LTNEQUT !LF'O-:";')"' I'NODO( 110 NUHX_! [ R
LFOS=LFOS+97 ! . e .
IWROOT = 1+ S
IF LPOSH>E33INNODE THEN BO! A B
WRITE FILE(FDF\TF‘H) FROH(LINEDUT)I
INEQUT = ¢ [ N
LPOS=77 T
IWROOT=03}

. CLENDE
ENDy : :
IF IWROOT=1 THEN DOi. .
SUBSTR(LINEOUTyLFOS 11)"3"‘ 't D
CNDé :
WRITC FILECFORTFM) FRDH(LINEDUT);
LINEOUT=/ ... NUMER=NUMER' } ’
LPDS = 185 ; )
L0 I=1 TO NDR$
J=1%
PLM=4+ 3
IF RLU"=SUR(Iy1) THEN IF RLU”=SUR(I,2) THEN GO TR NUMSKS



- 1581

XRTY IF RTC(I. )= PIRTC(TIy D)= QO IRTCC(Iy )= o
IRTC(I ., )="0 CARTC(IJ)=" O ARTC(LyJ¥=r 0O ¢
THEN GO T2 NXRTCi
GNUMX=HHAT (I, )3
IF LFOG:ST THEN D03
WRITE FILF(FDRTFH) FRDH(LINEDUT\I,
LINEQUT=" i :
LFOS=7: : e
END?

SURSTR (LINEQUT.LFOS,15)= PLNI!'NDHU("'“NUNX'I"*'I!RTC(I;J);
LrOS=LFOS + 155 e
IF SUN(I. =’/ THEN GO TD,
I LPOS>&7 THEN 0gs ke S

YRITE FILE/FOR TFH) FRDH(LINEDUT)!r.
LINEMIT=" : )
IR R

CNDE
SHBSTR(LINEJUT.LPOS rS}"’X"'SUR(I S
Lr0G=LPOG S
RIRTCS J=sJ L
|‘ l M-— [ ‘
IF J=2 THEN GO TO XRTi{
JUNMSRY END
SURNSTR(LINEOQUT,LFCE, 1)="5 "3
URITE FILE(FORTINY FROM(LINEQUT)S

LINESUT= YELQC=NUNMER ADEMMYS "3
WRITE FILE(FORTEMY FROMILINEQUT!;

‘% FT N ncu TR CTRAMA . v
ENDS EMD UMIRING - ;



APENDICE I v
Método PRAXIS para minmimizar uns Puncién de variss variahles,

El mtlodo FRAXIS del rrosgramz de este asréndice internts encon-
trar el winimo slobsl (¢ nmo tan s6lo el minimo local) de uma furn-—
citn de varias variables, sin hacer uso de derivades.

El erosrams es wne modificacion del método original de Fowells
aue meJdore ls velocidad de convergencis v confiabilidad de los re-

siyltsdos.
Aldoritmo Fowell,

El método Fowell mirimize une funcaon sin el célculo de deri-
vadasr el cusl es unz modificacion del método de convergencia cua-
drstics rroruests por £.S. Smith en 1942, ambos métodos aseduran le
conversencis en un numero finito de rasosy rsra uns . funcion defini-—
da como cuadréticss haciende uso de slsunas rroriedades - de  las

direcciones conJudadas.

Direcciones conduszsdas
Si 5 es definids w simétricas entonces mininizar 1a  funciéen
cuadretica o ST T

Tax - 2pT = o= & T A - AT BT A B aTa D)
es eauivelente 3 resalver el 5i§tema de écqécidhes.iiheélesf-
A = b I (A-4.2)

Si 1le mstiriz A es conocida exrlicitamentes entorcesy en lugar
de minimizar (A 4.,1)y se puede resolver (A 4,2) ror cuslauier méto-
do disronibley ror edemrlo! formasndo 1l descomrosicién Choleshkwy de
As donde A &5 ls matriz Hessisns de una cierte funcibn aue no es
conocides exrlicitamenter rero donde la eruivalencia de (A 4.1) w (A

4.2) ee (til.
Defimicibn 1

los vectores u s v se dice eue son conJusados con resrecto &
18 metriz rositivay definide yw simétrice Ar si

ul Av =0 A 4.3
Cusndo no hay riesdo de confusifine se ruede decir simrlemente
gue U ¥ v son conJusgados. For un condurtoc de direcciornes conduga-

dass se auiere decir que un conJunto de vectores son conJugsdos de
RANET3 aFaredads,

Observacibn

Si(u.-».:uﬂes cHaleuier conJunto de direcciones condugadas di-
faerentes de uno en R entonces{u ++vrugson lineslmente inderendier-
tec. Asi mEns o9 m=n si{u) .. .rupfebarcs K",

Teorema A 4.1

Si A es rositivar definids v simétricas Amshy 9 1 v eerUpes un
condunto de direcciones condugsdas diferentes de ceror entonces
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V= - z ( ~—=——- ) ui s (A 404()‘

Fruebs
Si 1 = 4 = m entonces: de (A 4.3)

(A4S

uf Aw = u] tA% = b
Corolario 84,17
3i m=n en el téﬁ?émé A htorces =0y rar 1o aue’
(A 4.6)
Redressndo 2l Froblema de s0idny ei;tédrehéiafAQIfs la

rauivalencia. de PPOhl mas i (
sultado :

Teorema A'4£2

f(u)er el esracio

A .8

Fruebts

Ecto sidue del teorema A 4.1 o ai{érnatﬁ de la rela—

I1dén )

111} [11] 2 T v - T

1’(2:1_‘..1 ) =§_‘1 ;- By uf Ay tC » (A4
i= iz 259 L

(los términos cruzados se eliminan #of~1é

L3 utilidad del tecremz A 4.2.ppivi lnsiguiente resulte-
40 cdw questra zomo se Fuede cplcular la Bide-(A4,B) usando eva-
luzcrones o Punciény 34n s1 Ay 'bi w-cinol ‘don conocidos  explicita-
mentes La prueba ze 1nmedxata 8 Pa t;r de la ecuacian (A 4.9, ‘

Teorema A A3

Con laznotac10n del Leorema A4,2y Tine J fids satisface 1-€ J
= mr u fils d| ...ra(.'q“...rl’nel mimmo de- g

) (g = f(Zq U ) (A 4,101
i=i



e
[

ocurre en & = J)

A rartir del teorema A 4.2 9 A 4.3 ce suede ver aue <l wminime
de la funcidn cuadréitica f(x) puede ser 2ncontrade =or n minimize-
ciones de una dimernsidn & lo larso de direccicnes condugadss di1ve-
rentes de cero U vvosugy el orden en el cusl lee wminimizeciones ce
una dJdimensitn son llevadas 8 csho es irrelevente. Ffers usar ezt
resultsdor se tieme cue estar en pasibilidad de genersr condunt
de direcciones conJdugadas, Tanto el método Fouwell como el de Smit}
hezcen esto ussndo el sizuiente teorema.

Ry

Teorema A 4.4

5i el minimo de () dado ror (A 4,7) en 15 direccisn Uz rar-
tir del runto XiX es en Xir rara i= 051y entonces. Xi-Xo es conuiis:-
do con U. R BTN S - .

Fruebs

Fara:i .

an h.ﬁ 0

07w 1 resuliz

) comPleta 1= Prue EX
Prccedimlento bé51co de Powell

Lz ddes basxca del a‘qorltmo de Powell es-Bez Xb le  aproiiimz-
eibn inicial sl mintemo v Sesi U ivy Oyles columnes de 1s matriz de
identidad, Uns 1taracitn del rrocedimiento bésico consiste. ds= los

siguientes resos?

\

1. Para i—i:...-ny ze calcula Bz PQra mlnim zsr,~finf1+thu‘ oo
definir Xi = Xi-J + pi Y e ey

2. Para i=lrv 4t n- 1: -1 reemplaﬁa U|POP q“.A

3., Se reemrlazs uﬂﬁnr nn-Xo.;'”

4., Se calculs P Fars minimizar- f{Xo.t ﬁu )vr ¥ se reenrlazs
Xo + Pup. o :

Fara uns funcibdn deneral (no cuadritica)r lae iterscionre: :zon
reretidas hastz aue 3lsdn criterio es satisfecho. 51 f e&s cuadriti-
csy consideremos la situscidn desrués de k iterecioness donde ! = L
= e ENtONces Upgw » v yuason  condugadss ror el teorems A 4.3
@leccidn de ugy ern 21 fssc 3. Desrués de n iterzciorn2s ze heE oLl
zado 3 lo larsgo de m direcciones conosudadas 4y veevupy FOF 1
vemas A 4,2 9 A 4,3, L1 minimo s& e slcsnzado :i les o) .o

N

Ty LaE
difarentes de cero. Lsto es cierto 31 P # 0 en cads iterz.idn. zor-
aue entonces lz dirveccion uy veesuwno Fuede ser linealmente Zeoesn-



dlenta,
Z1 rrobleme de ls derendencis limesl

Se hs obsarvsdo cue 34n Fara una funcidn cusdritics 9 unas de
133 itersciores ruede tener = 0. Esto resultz =i las direcciones
Jiveerupzan lineslmente derendientes esto en el rFrocedimiento so-
lo ruede ancontrarse en @l adlnimo de () sobre un subesrscio arro~
ziado de R, Aurgue no es ciearto aue p|se= cero exactamente.

Mowall descubrid aue les direcciones uy .. suUpEl3unes veces son
lires lmenfe 1nde;end1entps. Asils 41 zugirid aue 13 nuevas
crnes Xn-%o g2 usErany ¢ gue uns Jde lss enteriores uwovverup S8
TN sula 21 asto nmo decreciz el wvslor da idet (V ,.oslmdiy

vio= oal w10y o aam

sverene Con este modificaciény el =1=ar1;ma
ar Faro lz' zroriedad deseads de uonversenclaf
a un condunto de direcciones  conJu=adss Fodris-g
onztruders.

Lz modificzcibtn »rincirsl

Le ‘manerz simrle de evitsr 1z  derendenciz’ limesl  de ~lag ¥
dJirecciones de acercemientos con el rrocedimiento bésico de.Fowalls.
2 manterer lsz converszencis cuzdrétics 51§ # 0y g la de resgrupar
les Jdireccione: de zcercamiento w +,.supe las columnss delz matriz
de identidsd desruds de cade u o utl iteraciones.

Zr lugsr de
g ruede iguslment
svitar @l descerts
21 mEneTe aue Uy o
vectores FrincifFzles o
z cuzdritice v ou =35 |
t2 procedimianto

o=l veerupd 2 le matriz de identidads
T u 2 cuslauier matriz ortoZonsl Q. Farz
macidn dtil scercs de T+ se escose 0 de
rmEnercs condugeds si T 28 cuadrética., Los
G 1.v1apn32 o2lculan en la zurosicién de aue f
i & = Lapreergg 14 LBz rezornes rars se-
& resumer 23

e
ELD

1y 01 la srrovimaciby cusdritics = f es buenss e#ntonces laz . nuevss -

direcciones de scarcamlento son conuugades con resrecto 2 ls oma- :
i cual sz gercan: 2 1 matriz Hesiams de f & el minimo g asd 7 =7

ziguiantes iterscicnes dan une réride converdencia. -

2in imForter ls validez de 1s seroximscisn cuedriticss las rige-—
Jirgcciones de zcercemiento son ortosonales: ssi1 aue el scerca-
mignto 3 un minimo, runce suede estar restrinsido & un zubesracio.

En @l rrocedimiento b&szico de Fowell marz minimizar une  fun-
cibm rositiva definids cusdrétics em n iteraciomess los rgsos 1 2 3
de ls primere iterscidn son  1mnecessrios. Em el nuevo aldoritmo se
omiten los Feso6z 1t & 3 an la rrimere itsracidn v desrute de ceda
shEoziclfn singulsr de valores (rF.ed. en las (nd1)y (2rdl)s ey
iterscianes), Asf hew exactsmente 14 (ntl)intl) = n mimimizeciones
lineslesy en ludar de n(ntl)r entre descomrosiciones singulares de
vzlores sucesivos.

T

Csta modificacidn no ez imrortante =ara n drander rero los va-
lares numérices sugivren oue 23 significstiva rara valoree renuefios
de .



£1 scercamiento linesl

El rrocedimiento de acercamiento linesl ez similsr &l :eswido
por Powell,. Se deses encontrsr un.velor de 1 tel aue zrrovimadamen-
te minimice S : o '

Y(‘:o {25(’5'?-@‘" o) ' ta 4015

donde el .valor de Xo ¥ l1a -direccién u#0 estsn dsdos = Yo =f(Yo)
2etd crreviemente - corocidos 81 -un  scercamiento limegl  en 1k
direccifn de v - hs  sido hechos o si u resulte de un velor zinzuler
de descomrosicidry entonces un  estimzdo de T°(0) ests§ dissanibla,
Una rarsbols PCR). es sJustads & (P rusande P(0), o1 estimade e
Y0y si estd disronible v el valor calculade de T(R ar otre =un-

tor 0 en dos runtos =1 no hey estimedo de (DY, 81 PLY) YRR
pinimo en K= It u‘f(}¢) - ¥(0)s entonces N 2s scerteado me U

glor de k aue minimizz xroxdimadamente (A 4.18). D2 otr: re ®
2:s reemrlszeds ror N2y VI0) &= recsloulzds reritiendose s =ruebs

tdesrpubés  de un ndnero g2 sruebee zin rosultsdes el erocedimienta
redgresa con Wo=0).

Criterio de interrurcibn,

1 usugrio del ~Frocedimienta PRAXIS de log  cecrimetros?
t{toleranoic sbzoluts ~ogitive)r = 2 = MACHERS (13 eresicibn de-ls
méauinzg)s Bl rrovedimiento intents aue X szastizfads

1w

R P N N s ' tA 418

e

o

donde m es lz rosicidn. del minimo locsl verdsdero cercs de ¥, L
forme exects del lsdo derecho de la 2o (A 418 roes imrortante
ruede. zer f&dilmente czmbizdo, Este criterio fue escosido ~ =or 1
sntolosia existente con 21 cszo de ung dimensidn,

6 Af

£z imrosible garsntizar auez(h~4.16> saticfads todag 25 fun-
ciores f» © aGn #3rs P aue sea Cfcercs ‘de m. El criterio de inte-
rrurcibn esy sin embardor muy precavido woes sztisfactoric orars . ve-

rios casos.

La dnices excercidn es.2l.vas0 ?obggmqnigrqp'
#(Xy = xTax o : o tAaaum

donde A es una metriz Hilbert de 12%¢12 con un ndmero de»&ondiczbn k.
# 1, 110868 ¢ an10H, S

En muchos casos 21 criterio de interrurcién resultz muy rrecs-
vido v son llevadas 2 czbo aldunas evaluaciones innecessriss: Se
remarca aue 2] izgual aue en el médtodo de Fowell: el criterio de in~
terrupcibn no es un: F=rte importante del método., Un criterio medo-—
riado ruede ser facilmente incorrorsdo.

Surondezmos aue X' sea ls medor zrroximacidn al minimo sntes de
unie iterscién del rrocedimiento bésico ¥ sea X' 1s meJdor zrroxima-
cibn desrubs de 1s iterscidn, GBe srueba si ) .

bEA

L A S I PEREUC RS L B S R O T LA TR 1L

£l criterio de interrurcién es simelemente rara rarar v resre-
ser la arrvorimacior X* = saber si (A 4,18) es satisfechs: rara Jn



nfmero determinado de iteraciones consecutivas. El1 nlmero de itera-
ciones consecutives estarsd determinado ror que tsn cuidadoso =e
auiera ser, : )
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Tabla A 441 lDescrirciédn de los datos de entrada del Frogremi.

En 15 primera tardets de datos! # de rarsmetros, 0,de,6bserva~
cionesr # de sustratosr nombre del mecaniesmor INVERT. = noe ! =
51 R, o .

En 1a sedunda tarJets de datos: Farémétréé iniéi§lé§;"’]

g .forms de

Tercera tarJets de datos!? dstos exrerimen : :
columns velo-

primer sustratos.vee sGltimo sustrata o En la® ﬂlt'm
cidad observada. ;

COLUMMAS

Namero de rarémetros
Nimero de observeciones
Ndmero de sustratos
Nombre del rrograma
INVERT

Todos los rarémetros inicialee
un dato ror tardete

"Concentracidn del rrimer sustrato
Concentracibn del sedundo sustrito
Qelocidad obzerveds
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INICIO DEL PROGRAMA PRINCIPAL - 17n
PRAX

" DECLARACION DE VARIABLES

ECTURA DE DATOS

LA FUNCIUN NININA (FNIN). £5: IGUAL AL RESULTADU DE
PROCEDIMIENTO. PRAXIS EN FUNCION DEL VALOR QUE-SE“LE"
HAYA ASIGNADD A LAS VARIABLES “(T,MACHEPS ,H,N, PRIN, X)

PROCEDIMIENTO bRAXIS: MINIMIZA LA FUNCION OBJETIVOD ,
F(X,N), DESARROLLANDO UNA METODOLOGIA PARA OSTENER EL
MINIMO DE LA FUNCION EN UN NUMERO FINITO DE PASOS.
CUENTA CQN TRES PROCEDIMIENTOS PARR LA IMPRESION DE
L0OS RESULTADOS CENERADODS.

EN-EL PROCEDIMIENTO "F" O FUNCION PRUEBA SE INSERTAN
LA ECURCIDN DE VELOCIOAD, LA(S) ECUACIUN(ES) ‘DE: RES-
raxccxuu " scn EVALUADAS ROR PRAXIS.

Fid, A 4.3 [liésrama de fludo (en bloaues).



Listlsado del rrograme del Aréndice IV,

CRAXT PROCEDURE OFTIONS(MAIHND G
RIS ERRERTAEE SR AERARELR SE 2SS 2 L 74 L4
/¥ EL FRINCIFID DEL FROGRAMA SE ENCUENTRA AL FINAL DEL LISTADO.
FARA INFORMACION DEC LOS DATOS DE ENTRADA REQUERIDOS DIRIGIRSE
TAMEIEM A LA PARTE FINAL DONDE HAY COMENTARIOS AL RLSFECTO,
SE NECESITA UN GENERADIOR DE NUMEROS ALEATOREQS UNIFORMES.
LA SIGUIENTE TARJETA LLAMA A LA FUNCION RANDOM QUE ES FROFDR-
CIONADA P'OR EL COMPILADOR. */
LCL RANDOM BUILTING
LCL IFK(S0) FIXED RINARY INITIALC(S0)0) ¢
/% INSERTA LOS RESULTATIOS, NYUCy HCOM- IFN- QUE SON GENERADOS FOR FIL
FROGRAMA FROSTODO Y ARCHIVADOS EN RAHASDATA. UNO FOR LINEA. &/

REGING
S FROGRAKG PRUCEA PARG EL FROCEDIMIEHTO FRAXIS,
(2PN E SR SRR SRR TSR IRSN R RRARETSRERS */

FEAXIS FROCEDURE (TrMACHEPSrHyNyPRINS YD) §
neL (TvMﬁCHEFS!H) FLOAT (73)%
OEL X(50) FLOAT (7)) +
LCL (HsPRINY FIXED BIHARY (105)% =,
LEGINY
- ESTE TRUCENT“IFNTU MINIMIZA L& FURCION F (X N} DE M YARIABLES
YO1Y e v we o o XO e L1EANDN EL PRINCIFIO DEL METODD DE EJES
A LA ENTREDA X TONH Us UallOR SUPYLETC: ENEL REGRESQ TUMﬁ EL
PUNTO ESTIMADO 61 E8 HINIMO: CON (EJSFEFANTAY Orl = GRET
CHACHEFS Y 130037, DOpNE MACHERS £2 La FRECISION DE Lo M0UTHn
(PaRAG ESTE CASD MACHEPS=144%(~-0)). [UE EES EL NUMERD Nt PEODCNO
TaL QUE 24daCHENS 1, T EE La TOLETRANCTA (PRl ESTE ©a50 T
1P 0E~0T) . H EY EL Hﬁ‘IHU TAMAND DE PASCIDETERMINSDO D08 RES N
A LA DISTANDIA MANINA ESFERADA & Ly SUPUESTA EN EL MINIHQ. ¢ 51 ¢
ES LETERMINALIA PED”FU| 0 GRA&NDD s EMTONCES LA VDLOTIDAD THIDIAL
DE CONVEORGENCIA SCREA LENTM
EL LsUaml0 DUk O ORBERVAR EL CONENTARIO SOBRE LOT MHUMERDT HE
RISTICOE DESTUCS DEL PROCCDIMIENTO QUAT.
FRIN CONTROLA LA CECTITURS DE DATOS IHTERREDIOR,
SI FRIN=Qy LOS RESULTANOS IMTERMEDING MO CON ESCRITORE.
€l PRIN=1y, F ES EQCRITO DESFUES DE Chaligd W4Y 0 M2 MHIMINIZACIOUES
CLIHEALES. ¥ LA 3 FINAL ES ESCRITA, FERD LAS X TUTEF-
. MEDIAS SOLAHENTE 8T 11=4.
SI FRIN=2: LOS VALOREES CARACTERICTICGS DE A ¥ EL FACTOR DE ESCo-
LAMIERTC SON TAMEIEN ESCRITOS, )
SI FPRIN=3+ F Y X GON ESCRITOE DESFUES DE KUY POCAS MINIMIZACIO-
NES LINEALES.
S1 FRIN=4y LOS VECTORES CARACTERISTICOS SON TAMEIEHN ESCRITOS.
FHIN ES UNA UsRIAELE GLORAL! VER FRCCEDIMIENTO FRINT,
RANDOM ES UNA FUNCION SIN PARAMETROS QUE REGRESA LN NUMERO
ALEATORED UNIFORMEMENTE DISTRIERUIDO EN (012, CUALOBUIER INICIO
DERE SER HECHO ANTES DEL LLAMALD & MRANIS
E ¥4
MINFIT! PROCEDURE(HNEFSyTOLsAEsQ) 4
NCL (EFSyTOLICrFrGeHsSeXaYsZ) FLOAY (703
LCL (AMSQ,rT0)rRCOO P E(S50)) FLOAT (73
DCL (NyLeRT) FIXED BIMARY (15304
BEGINF .
/% LOS UALORES SIHGULARES DEL ARRESGLO AR SOH RETORHATOS EN Q
Y oAl £ REESCRTTO CON LA HATRIZ ORTOGOMAL. W TAL QUE
WRDTAGLRY = Ak & We TIONDE U ES CUSLOUIER O1Re MeTRIZ
oETOGOoHML
ELORCALTIe La REIICCION PRINCTISAL A& La UORWS BINTAGOMNY




X=0; G=0}
DD I=1 TO Ni IF IFK(1)"=1 THEN DOj
E(I)=Bj
820} L=I41} -
DO J=1 TO Wi IF IFK(J) ~=1 THEN.DO;
5=SHALCJ/1I¥R25  ENDG: ENDS
IF STOL THEN G=03 0 " . i i P
ELSE [0; Lol
FeAReIeD)s © 0 v
IF F0 THEN G=8QRTLS)F .
. ELSE G==GORT(S)i
H=F$G-g+ A
ARCI.I)=F-Gi
IF Lot THEM IO - o
DO Jr U TOLORECTR CTPEE Y TS THEN Do
v IF i
MO L= T HE IR IFRGER T=1 THEM D0f
F=Fi AB(KsTokaE Ky e

Wit d

ENDG

EMOE EUDG
PaFouE

IF IR Ty THEH.“U;
SR N T F»wr:ﬁ(l\’r 1 i

MEOIF OIFEODY Tet TMENW DG
DHp - END

: PRGNS Tt THEW DO?
Co- 27T ne :

T IR TRKAKG T=1oTHEN 00d

Al de R ALY TN

GO beL TN TFOIPNGS) C=UOTHEN TOP

Yoo pHOJeR)C 4 SKECKD S
(T SRE CE{T)YV:
; VoOoTUEA el

GG EiDe

PaCHRUL, D10 DEL L0000 DERTCHO DE LaS TRANEFORIE TIPS
T A - SR ST

IO RN B S S OSErITY tey Tpg o

FEECEEOR I ¥ S T




H= ARLT-.141)%Gi
uo J=L TO MNi IF IPh(J) ~=1 THEH DD}
AECJeLl) = ARGV D) /HE :
ENIG ENDG R
00 JsL 10 Mi IF IFKCD) 7=1 THEN i
- 8=0j :
DO K=L TO Ni IF IFK(K) "=1, THEN 10§
. § = § 4 ABCIK)X AB(th)f
ENDi END# -
0 K= L TO Ni IF IPh(h)“—i THEN nu.-'f
ABCRy D= ARGRID) 4 SRARK )G
ENDG END} '
ENDF END ,
ENI' o
G J=L TG Wi IF IFKC(JD) 7=1 THEN nu'
AB(I¢J)=07 - FlB(J!I) 03
IND EMILY
AELT,10=34
G= E(ID3
L= It
EHDG ENDE .
A DIAGONALIZACION nc LA F
Lpge EFS¥XS
WIOK = HOTO L RY (<1):7 .IF%IPh(N)
KT=0% PR
TESTFSFLITTING:
KT = W1 4 1§ .
IF KT = 30 THCN DO
ECLY = 0, 000000000%
FUT EBIT (7 QR EhFDNEmi(COLUMN(l) n<°0)>r
N
o0 LL = NOTO 1 BY "13$'1
L=l : :
IF ABSC(E(L))w= EFS THEN GD TD‘
IF L1 THEN DO?
IF AES(Q(L-1))0= EFS THFN GD 70 CANCELLQTION»
EHDG
ENDG EMDG S
4 CANCELACION DE E(L) SI-L,>1-
CANCELLATION! AT T
=04 . ‘ _ ‘,f ;
S=14
oo Is L 7O K¢ IF. Irh(I) —1 THEN uo-
Fr 54 ECL1) :
E(I) = CHEA(I):
IF AES(F)-= EPS THEN GO TO TEPTFCUNUERGENCEy
G =Q{15%
IF AES(F)Y<ARS(GY THEN DO}
H = ABS(GI¥SART(L + fF/G)%*”)y
Gily=H;
ENLG
ELSE 1O}
IF F~=0 THEN DO . .
H=ALE(FIHOART(L 4 (G/F)XN2);
QL) = Hi RS
ENDG

BIDIAGONAL ¥/

HEW DOF

=1 THEN [0;

STFCbNuERGENCE'

ELSE 10§
H=Gg
G(I)=03%
Eidlad Cotes
LF U=C THEN DD



G=1
H=1
ENDG
/& LD ANTERIOR PrElif LFqZﬁ QUI) =H= SGF.T(GKG‘H'JF‘ LO CUSL TUEDE hiaf
RESULTAROS I?(CUHF‘ECTUS SI LOS CUQ[IF\QUOS ESTAN IN[IEFINIIID" n
F=G=0
C=G/Hi
S=-F/H3}
ENDY EMLG -
TEFTFCDNULFGENCCo !
o= Qi s : :
IF L=R TilEN uO TC CONVERGENCE
K=0eL) 3 e e
Vo Qo -
G o=

.
L
.
!

Fa(0=20 K720k (Bt g CBHHD D/ ELHMY ) 5

G o= SORTCFIF b 133

IF F 5. 0 THEN Fa({X-Z08(X+T) +HA (Y (F-G1 -1 /0F
ELSE Foll A=Y HELY AP RGI-HI)/¥s.

STEUIENTE TREAUSFORNACION TE QR 1

pULE

(Pt TEOEWnG

Tis

YOTHER [O:
AP JHVERDYE QeI-1)aTi DiiUs
no s

OOSEM I NI T e : EHne

IE0% QiI-1)ait ENDE
TN

THEN D03




.

DO J=1 TO Wi  IF IFKCJ) ~=1 THEN [0}

AR R =-ALCIIRY G ‘ <
ENDG EML ‘ '

ENLG . ENDG

END

ENDG.

RETURNG o

ENI MINFIT#"

/% S

E 94 o : o
SORT! "FROCEIURE; v G
BEGING y
/¥ ARREGLA LOS CLEMENTOS DE. "Df

DE V" EN ORDEN DESCEMNEMTE: .

DCL K FIXED BINARYS g
LCL & FLOAT £7)§ : ,
00 I = 1 70 N-1i  IFIPKCINT
K= 1§ 8 = D0IDG ST
D0 J = I41 TO M IR IRR(D) 0=
IF Do) » 8 THEN DOG
o= J% & e Did i ENDG
EdDG END :
FOKEI THEN DO¢ .
DOKY = 00D DIy s Sf SR

DO s 1TO MP O IPCIRECD "=l THEN DO

IRCRUTOVES SERRTESITE & e '(J»nyf,v(Jvra,a ot

EiLs Db ‘ )

UG CORRESFONDIENTES . COLUNIAE

»-...

BN

CHOG ERDE
Bl
FETURME

L I S0RTE

FREINTY PREOSETURE!

sa L WARTARLD Th
MIHIMGS

IF FRIF © O THER

FUT BEIP ERITA4 DM OITORACTOMESGSMI Y 40, F/7Y5 8

PUT SI Ir ERIT. Q O EVALACTION DTS STy F( R ,‘ 3

: ; . LIIOUAL 0E U Y rh

<N )

VALARES BE BTN
BT

© OLORaL « 2
YAEMTE Pans I

! !UT COITe Taneer LOOOLLMNORD DAt
e ‘UT LISTOLQGIO P ~FHI ) #

T1Yehf20YE



- :"‘é -
OCL (M»NI_FIXED EINARYS
/¥ IMPRIME LA MATRIZ °*V* DT M X N ROCHCLON TOR- REMGLON. 7
FUT EDITC(S) CCOLUMNLLY »A(SI0)Y S .
DO J=1 TO N# IF IFN()™=1 THEN DO# PUT SKIM:
[0 I=1 TO M% IF IFKCI)"=1 THEN D0; -
FUT LIST (V(I:d))+ :
ENDIF ENDG
END'd ENI§
FUT SKIF?
RETURHM§
EHO MATPRINTG
Vs
k94
VECFRINTY PROCEDURE(S, U8 A
Avo LFRINE EL ENCeBETAHRO *S° % DL M-UECTOR NE “ux, o
DEL S CHARACTERIZY VARYIDOE
i DG FLOATLT)Y
SCL M FIKEDR BIMARYS
JERUT EDITAORCTO £ LA M
SO IMPRINE EL EHCAREZAND ¥ .00 3
FUT EDITCS) (COLING LY s A (300
U0 I=1 YO M OIF IRK(ID =L THED 00
FUT LIST (\Jelsn:
JEFUT ETITOESTO 05 LA T 7IDCSKIPsAr oIy ays
[ RI ]
FUT LIST (¥ IN DEL PROGRMUN
RETURNMG
EHE VECPRINTS

FiY PROCEDURE : SFLeFE
GCL (W NITS FE:
DCLIOR XL eFLY FLAAT <702
i de

EV

FLId: PROCEDURE L Ve
S MINIHIZA P | B
Uk BUSAUEDY
Lz EE Ui
ESTINACION !
ENCOMTRADN,
Fi1 50
MITS QO
La nlITal L I0TERWY .
EFESTOS LAaile GLEST UTILIZN 9 aLYCES v Fve U ML
5I 1 SR 3
UTI i
LCL L FLOAT O
OCL GRS FLOAT
LA FURC IO W
IF J-0 THEMN D0:
X LUSOUEDS LTH
Lo I=1 10 MF TF IFEY
T{I - XOoIY 0oL Ty
Litld CHDS
Eidirs

e CUSHDR
oone Pt %1 ER L
ATHTHD Y ORES TANDTA
LET FLTHONLY TRA SAHERD %1 7
e A

oe .
CACHEEE

e, UERTARLE LOES NIHUHIZODe PORCMMM 17

p

SuTUE CREATRTO0 kS

i ¥

AP



po I =1 TD Ni  IF IFKCIY ~=1 THEN DO}
T = Gn*GO(I)+GB*X(1)+BC*Q](I)i
END END3
ENDG

/% 1NCREMENTA EL CONTALOR DE LA EUALUACIDN DE FUNCION.

NF=NF+1§
OEJ=F (TN}
RETURN(OEJ) &
END FLING
/A
¥/
LCL (KyDZ) FIXED RINARYS
DCL (X2yXMsFOsF2FMIIL T2y u'uFl!SY1) FLUGT (73}
SF1= Fl7 SX1 = Xis
K= 0§ XM=0¢ FO= FX § FH= FXi
IF (B2« MACHEFS) THEN DZ= 0%
CLSE DZ = 1%

/% ENCUENTRA EL TAMAND DIEL FASO, - ws

S=03
00 I=1 TO Né& IF IFKCI) ~=1 THEH DOQ:
S = § 1 X(I)#$2s
END$ ENDG
S= SQRRT(S)j
IF DZ=0 THEHW T2
ELSE T2
8= M4XE + T#
IF DL—O 3 (T2:x8) THEN T2 = &¢ B .
IF T2 < SHMALL THEN T2= SHALL}
IF T2 » (0.01%H) THEN T2 = 0.01¥H}
IF FR=0 & (F1<=FM) THEN D03
XM = X1% FHM =F1¢ END}
IF FR=1V(ARS(X1)<T2) THEM I
IF X1¥=0,00000000 THEM X1=T2:¢
ELSE X1=-T2%
F1 =FLIN(X1):
END#
IF F1 == FM THEN DO¢
XM = X1i FM = F1F END:
ROJO! IF DZ=0 THENM DO:

HAXSART CARS(FX) /IMIN 4 SHLOTIHU2HLDTE
HAXSART(ARSEFN )/ (D2) + SYELITIHM24LDTS

[l

/% EVaLUA FLIN EN OTRO PUNTO Y ESTIMA LA SECUNUA DERIVAHH.

IF FO <0 F1 THEN X2 =-X1¢
ELGE X2 =21
F2= FLIN(X2)?
IF F2 «= FM THEN DO:
XM = X2¢ FM=FI: END? y
02 = (X2%(F1l- FO:—Xl*(F‘~FO))/(X1?X° (Xi Y”))v

END
/% ESTIMA LA FRIMERA DERIUnUﬁ EN CERU »f*/
M = (F1 - FOI/XI - X1%D2 o .
LZ = 0%
/% FREDICE EL MINIMO */

7

IF D2<= SHALL THEN DO%
IF 110 THEN X2=H$
ELSE X2=-Hi

END¢
ELSE X2= ~o.uoocooooen1/n
IF ARS(X2):H THEN DO}
IF X2 » O THEN X2 = Hi
ELSE X2 = -H¢
EidD s

A4 EVALUA F O CL HINTHO PREDICHD Eve

%/

X/



AZULS F2 = FLIN(XDY G
IF  NANITS & F2:FO THEN D03 K=Ki13%

7+ SI NO SUCEDE CSTO FRULERA OTRA VEZ. 7

IF FOFL & (X1X2320 THUN GO TO ROJCH

X2% 0.5000000004X2F GO TO AZULG

ENDF

’¥

NI = NI + 1i

IF F2XFM THEN Y"-YHo
ELSC FM=F2

SE INCREMENTA EL CONTADOR DE BUSQUEDA EN UNﬁ DIMENQION K7

/% QETIENE UNA HUEUﬁ ESTIMACTION DE LA "EGUNDA ‘ERIUﬁﬂﬁ DI g

IF ARS(XIH(XD-X1)) - SHALL THEN

D25 (X34 CF1-F0) 1% (FH-FB) )/ (X1K2¥ (X1-X2)) §

ELSE LO;
IF K0 THLN D2=Gi  ELSE [Q=DP2:° Can s
IF D2<=SHALL THEN D2=SHaLL ¢ L
A1=72F Fr=FMi
IF SF1<FY THEM Do
FX=EF1% X1=5X1:i ENDF
7% CHECH %
IF J=0 THEN DO?
ng I=1{ O H&# IF fthI)"=1 THrn unv
SOV =X ORI, U0t
EMDG ENLG ENRG
KETURNG
EHD 1NM?
F ¥4
Qual: FROCEDURES
Jt BUSCH EL ITHIIR & LD LARGO DES UNh Luruu.
DEFIMIDE EY Q021 AMDIN Y i SRE L
DL (LsSy FLOATITOE : "vt~f )
S=F¥: FX=QF1¢ QF1=23 QDi=02 .
Do I=1 TO N§ IF 1PKIIY"=1 THEN UDr
3=0T)s WOTieldiIvt L=@I4TN0 QT imEd
AL =001+ (5-L)8b0s o :
EN END: .
L=3QRTIQANL Y3 Qbl=L? S=0}

IF QIO . > § Q01 ™ 0 2 ONT = (34N#N) THEN pOT

J=0§  MITE=2¢ IFK=

caLL HNM(J;NIIHra»L!GFIrIFN)?
QA=LAL-00L: ACRROE QRO QDL Y
Qb= (L4+QDOI%(QML-L )/ (DO AT
QC=L¥{L+GUO Al
EfLts L
ULSE D0: Fr=0Fl:  QA=035 QBE=0:  QC=1+& ENDE
Ono=QDhL: 00 I=1 TO #5  IF IPRCIXT=10 THER DO
S=00CIYE QO(TrsY I

A =0T+ YILY 4+ RBOROLCINE . ENMDYENDG
RETURH? S

END QUMD
S

e,

OCL ILLEC FIXED BEINARY S
DCL ¢WIsMF o BL T oRTHY FIXCD BINARYS

OOL 2 8Ly DMy DPRINHFYy FLoL ey LET-GF«NE-DF 1, QU0 QL1 - 2
r.ulfptr.frtﬂ,lhrﬂtr,.
DCL CeSar e YOO s DO A N0CGON G IEONY FLAST (7

o HZriid GHALL AJEMALL LAR

0L S0 G0y FLOAT ST

Y

FOR RUSQUEDA LINEﬁl Pﬂﬁﬂ NU FQR UUFQUEnh ”ﬂFhWOLIlr

QL OC I

FLOAT (™

a4

i



/1 NUMEROS DEFENDIENTES DE LA MAQUINA, */
SMALL = MACHEFSx#23 USHMALL = SMALL¥¥2j
LARGE = 1/8MALLY  ULARGE = 1/VSMALL:
M2 = SERTAHACHEFRES) T M4 = SOQRT(MI)S
/4 HUMERQOS HEURISTICOS
(28322333333 2RR222 43223
SI.L0S EJES PUDIERAN SER MAL ESCALONALOS (LD CUAL DERERA SER
EVITADD SI.ES FOSIKLE) ENTONCES SCEN=0: DE OTRA FORMA SCEI=1
SI EL FROBLEMA SE SARE QUE ESTA MAL CONDICIONANO ILLC=0, DE
OTRA FORMA ILLC=1. ) -
KTM41 ES EL HUMEROD DE ITERACIOMES SIN MEJORAS ANTES QUE EL
ALGORITHO TERMIMNE. (VER APENDICE IV,
KTH=4 ES MUY PRECAVINO USUALMENTE KTM=1 ES SATISFACTDPIO.
SCED = 17 ILLC = 1% KTH = 13
IF ILLC = O THEN LIDFAC = Q.1%
ELSE LDFAC = 0,015
KT = 0§ NI = 03 NF 15 QFL = FOXNY8 FX = QF1+
T = SMALL + ARS(TY? T2 = T3 DMIN = SHALLS ’
IF H < 100%T THEN H = 100%T3 LDT = Hj
00 I =1 TO N# IF IPK(IX7=1 THEN: DO}
DO 4 =-1 TO Ni IF IPK(J)"=1 THEN DO¢
IF I = J THEN V(I»J) = 1.000000000;
ELSE V(I:+J) = 0,000000007

L]

END; END}
ENDi ENIG
ey = 0i QUO = 03
IO I =1 7O M: IF IPK(I)"=1 THEN [0;

Q1CIY=Y (I} : :

ROCIY=X(I)s
END END:
FX = FOXsNY#
CALL PRINTS
/¥ CIRCUITD FRINCIFAL :
BRERRRRRRRRRRRRL AR ERAFERAL L2
LOY SF = DN(1)¢ (1) = 0i § = 0%
/% MINIHIZA A LO,LARGO DE LA FRIMERA HIRECCION 74
J=1f NITS=2§ IFK=1f% ,
CALL MNMCJyNITSIDC1) 1SsFXsIFKY S e EE
IF § <=0 THEN DO} L o
001 =1 TO Ns IF IFK(I)"=1 THEN no;

VIIrl) = =V(I,1)4
ENLI} END3
ENIIS :
IF (SF<= O,9%0(1))1(0,9%SF
0 I =2 70 Hj IF IPk(I)
ENL . :
D0 K = 2 TO Nj °IF: IPh(K n=

oI =170 N, '
SF=FX3 :

:Eﬂﬁ;‘ENn;‘i

I)! END END{

Li! KL = Kj
IF ILLC =
/% PASO . ALEATORED. PARA SALIR E DE UN UALLE DE PFSDLUCION. +/
RFD RANDOMCIR) ¢
FUT DATACRND) § ’
00 I=1 TO N IF IPK(I)"=1 THEN DO:

/7% FRAXIS ASUME QUE RNANDOM REGRESA COMD UN NUHEROD ALEATOREOQ
UNIFORMEMENTE DISTRIBUIDO ENTRE (0r1) Y RUE CUALRUILE INICIO
DEL GENERADOR DE MUMECROS ALEATORCOS YA HA STDO HCCHS i

DO J = 1 T0 HE I IPKCDY7=1 THEN TI0F %C0Y = 500 )y & e a1y



ENDF
FX=F(XsN)§ NF=NF$1}
ENIty
0 K2 = K T0 Hi IF IFK(R2)"=1 THEN nos
SL=FXi S=0i} ’ :
/% MINIMIZA A LO LARGO DE LAS DIRECCIDNES NO CONJUGﬁﬂAS' L ¥4
NITS=2i IFK=1;} ‘
CALL MNH(K2sNITSsD(K2)y Sy FXvIFK)r e
IF ILLC = 0 THEN S = D(K2IX(G # Z(K"))**
ELSE 8 = SL = /FX# ol :
IF IF < 8§ THEN IO DF =83 hL h ENﬁ!
ENDF ENDj
IF (ILLC = 1)&(LF < RBS(IOOYMACHEPQLFY)) THEN HDw;
/%81 NO SUCEDIE QUE ILLC=1 ENTONCES FRUERA UNﬁ UE? Hﬂ
ILLC = 07 GO TO L1i° - ;
ENDS ) e
IF (K = 2)&(FRIN » 1) THEN BU? SO=’NUEUH DG‘CQL
ENDi
g K2 =1 10 K-15 IF IFh(K")“—i THEN DU:
/% MINIMIZA A LD LARGO IE. LAS DIhECCIDNES CUNu
NITS=2j IFK=13 ) 4 y
§=04 CALL HNH(K-;NITS:D(K"):S’FXDIFK):
END? ENDS ;
F1 = FXi FX = SFj LHS = 0-
0 I =1 T0 N# IF IPKCI)"=1 THEN DO' .
SL = X(IDi X(I) = Y(I)§ SL'="8SL = Y(I)y Y(I)‘
LDS = LDS + SL*SLi - it
END# ENDG
LOS = SART(LIS)
IF LDS » SMALL THEN DOj

/% SE SALE FUERA DE LA DIRECCION KL Y MINIHIZA A LD LAPGD

UNA N
g I =
m J =
V(Jds I+
oI+
ENDF ENIDG
D(K) = 0F
mgI=1
V(T
ENDF ENID¢
NITS=4F I
CALL MNM(
IF LIS
LIS
g1 =1
V(IK) =
EMD: E
END§
END 3§
LDT = LIF
FX = F(
CALL FRIN
T2 = 03
no 1 =1
T2 = T2 4
ENDF ENDG

END} ENDG ENDj; -

EC PTNT(“

UEVA DIRECCION CONJUGADA.
KL-1 TO K RY -15 IF IFK(I)™=1 THEN DDv
1 TO N# IF IFKCJ)"=1 THEN:DO}
1) = U(J»I)§ ENDF ENDS
= (D)3

TO Ni IF IFK(I)"=1 THEN 00} * .
'R) = Y(I) /LIS

FR=0j

Ky NITS;U(h)'LHS!Fl!IFh)! .
<=0 THEN L0} .
= ~-LIg; ) .
TO N3 IF IPh(I)”*T THEN ﬂOv
=U(IsK) ¢

NI

ACKLITS IF LDT < LUS THEN LNT = (DS§
AyNY3
T

TO N & IF IPWOIY“=) THEN [0
RESNE £ oeb] ’

STUTIR N rAen
CEsO TP I NS TN AR [ SO I

DE

'_Eh'\ -

.

an.f')‘




2t

- 1o
ELSE KT = KT + 1j
IF KT > hTM THEN GO TO L2

ENDF END$ .
/% FRUEDM EXTRAFPOLACION CUADRATICA EN -CASQO DE QUE SE ENCUENTRE

EN UN VALLE, X/

CALL QUAD}:
N = 0j e
KD I =1 TO N# IF IF'h(I)"=1 THEN [lﬂr",“
0(I) = 1/SART(D(I)) 5 - : S

IF DN 4 I(I) THEN [(N = [l(Iv)v
END¢ EHU- A
lF FRIN > 3 THEN L0

=’ NUEVAS DIRECCINNESS CALL MMI"RTNT(‘:OvUvNyN)v

EHD

Do 4 = 1 TO N# IF IFK(J)"=L THEN Lo
g = ()Y /DN
¢ I = 1 TO N# IF IF'I\(I)"‘I THEN DU!_

YCIrd) = SRV(Irdé :
END§ ZHUs
EHDE ZNHDy :
If SCED 1 THEM D0j

v ESBCALA LOS EJES PARA TF\»’!TAR [IE REIIUCIR EL NUHERU DE CUNDICION .

S = VLARBES -~

201 = L TO N+ TF I“\(I)"—l THEN DD;,"'

3Lo= Q4 S e

280 J = L TO MNs IF TF‘! ',J)"‘l 1"HEN [ICIv:" L

o= 8L+ YTy VA2 . . i

EMDE EMNDF

Z{I) = GORT(SL)F B :

IF Z4I) < M4 THEN Z(I). = Mas:

©8 0 Z41) THEN S.= Z(I¥: -

END§ ENDJ ;

Lo T =1 T0 Név IF. '[F'l\(I)”-l THEN UQv

SL = B/72(I)% Z(I) =-1/8L¢

IF Z4IY » SCRO THEN vos

3Lo= 1/8CEDE ZCIY = 3CEDS i

SNI ’ :

G JEL TGO OMF IR TRE(I =1 THEN D06 VeI, D=GLAV(I, )0 ENFE EXES

£ ENDS . e B ;

END ' ’ T e
TRASFONE V FOR MINFTT ¥/

00 J = 1 TO I-LF IF IPK(I7=3 THEN DO? '

D0 1 = 2 7O s IF IPELIN =1 THEN 105

o WIpdds UOTedY = YOdeT¥s W JLI) = S

CENDG EHDS ENDE END

Sk LOCALIZA EL VALOR SINGULAR DE DESCOMFOSICION DE "', 'ESTO DA

.05 YALORES CARACTERISTICOS Y LOS EJES FRINCIPALES DNE LA FORMA
OE APROXTMACION CUAIRATICA SIN ELEVAR Al CUADRAND EL NUMERG NE
A4

COHDICION,
CALL MINFIT(N<HACHEPS«USHALL »UyT1) 4
LF 5CED » 1 THEM DO3 .
Uk 51 ESCALANIENTO %/

10 I = L TD N& IF TPE4T)"=1 THEN DO}
S o= T(I):
DO g =t TO MEOIF rﬂu)"—z THEM D+

KN IyJ‘ - c:||17,|

TO ON: TFOTRUAEY =1 THER. TD#

TOOoprE LI oTErs Rt UM TS

’




S = 5 1+ WJryI)kkDj

ERDE ERDS

§ = SORTLEY: D(IN=8AD(I)} S=1s03%
Lo J=1 .70 M3 IF IPh(J)’”l THEN e
Vel = "*“(JyI)v
ENDi ENDy
ENDi END#
END SR SR
L0 I=1 TO N3 IF IPK(I JTHEN .TD} -

IF (DML ) P'LQRGE THE ‘ner USMALL!

utnﬁrs{"

IF {DNlD(I)) oy c‘NR‘IL THEM:B(I)
: : ("H*D(I))l*(-’);

EL:E ey

TOF: ”cﬁﬂncrsmxsrlcos.w .
ChLL SORTS S B e
OHIN = TCNDS ‘
IF IHIN - GHMALL THEN IMIN = SHALL;
IE H2Y0C1)) o OHIN. THEN ILLC = 0
TELEE ILLEL =

FRRRES
4
S
’

IF (PRINGL)IR(SCERD:1) THEN DO N R e
SO=FACTOR DE ESCALAMIENTOf Call. VECPRINTLSOrZoMNI & ENDY

IF PRIN >. 1 THEM NG* et :
SO0=/UALORES CARACTERISTICOSE DE #&f CALL VECPRIMT(OOrDaNY§ -
EiMd; o

- 3 THEM DO ' . )
COCUECTORES CARNCTRICTICOS DE AL CALL MATFREINTZ SO0, UeNyNY & EHD?

SE REORESH & CIRCUITO PRINCIFAL

3§/
oo T0 iL.0F v
L2: I FRINGO THEN T0$

FLAGSLE  FXSF (XM P ST
0= LAS ¥ B0ME CALL VECPRINTSG Wedl) i BN
Eygld y
RETURS(FXY 3

END PRAXTIS

x>

FUHCTION FRUEDA
EANS S+ A& RS ¥
TOPROCEDURE Gy NDY §
UCL XS0 FLOATAZ)
DL, WP TXKED BIRARYE
DL UL JIINER : DENOM . ORDY FLOAT 7)Y THITIALCG OV
OCL S42) FLOATOTY THITIALO(A20.003
GOl [Hon0cl FLOATC?) IHITIAL (1) 0.0 8
WCL TS0 FLOATCZ) INITIAL LTG0
DO I = 1 TO Mi TIF ¥(INI0 THEN X(I)=1.35
KLy = X(Iys
L
Jpd = 0,04
Z¥ BE O TNCERTA LA ECUACTIOH DE RESTRICCION EM CASO DE EXISTIR.
ESTA ECUACION ES GENER&DA POR DL FROGEAMA "FROCEMININ 7 ZE
CUCUENTRA ALMACENADA BN EL aRCHTUO T RECULTANNS TEL PROGES
LLAHADD "AMS/TETAY
BOOlal TO OME YTy ATy s miine
TO RS WOrYT e IR e 00T T e
ODENON B0

Th Lfs FOIATTI B GEp ST n A OE AEHERAT F0r T



FL.eOGREANG "2FG, FaTeIHs Yy QUE SF AL MACEMS £H EL ARCHIVO DC

R DI PROGCARAMY LLAMRTIO *EAMA DIaTAe ., */
2y FLOSTITG

; RO PRYEE LA VELCCTRAD Al CUHLADlS Y LA ORCCRUADA .
& vl DITERENCTA POMDERATA FOR La VELOCTIDAD ORSERVADA

{OTRAS FOUNDERACIORES PUEDCN SCR USATIAS) :
RES=VUCLOC-VI{3.108)F SRES=RES/VI(I,JUR): i :

OrY = DEJ 4+ RESYRES: /SPARA PONRERAR ¢ ORJ=OLJHLSRESESRES i k/

1F ae o= 1 R

SEIP LIST(UICEyJIR)UELNC,RES «ERED M

IR TR EAREE BRIt IR K]

TG (4

TEONATAE D PARANITE

THICTALET.

PARAHETENE THICINL

AESSCRATFE RS IO

ST THEATALTE BN LY FOPEy e
IR SRS LT T ST R

CUCTECPLITIRT A PO S LG L. e
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APENDICE
METODD QInrLe

Cn generel el mélodo simelen e un rroceso  iterativoe en cod
euel los celewlos son inicisdos con un condunlo de valores rare las
voriables inderendicernles que satieforcen loe restriccionesr v en ol
cuel en cede ciclo ilerativo se derers otro condunto de valores aue
wedoran el vilor descedo de la funcién obdelivo., Eele procedimicnto
e conlinge heste cue li medor funeién ebielive oblerible vo oncene
Lruda, Ko oesoencielmer o gne o ectyeidn  de rrimba v grrore rern o]
procedimiento  wn Toraolsde de Lol scners e cidue oo trolemenla
watenwdlicve ziclemitico el Tinode rvedociv a2 leboe involue
Lt b slumbirdic. advd aslad o STHELEY o) vrablems zans-1d Moot
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Se¢ domestrarg oue el ‘rrocedimienlo rsr2 determinar el valor
drtino de 1z funcion obdetivo (el cuxl caerd en una frontera) es
mrimeror encontrrr cuzlauier colucidn rosible bisice del eroblema v
entonces trotor de medoyer ecle teluyciéne pptemendo & la ver unc
secuencia de wvariass seluciones bdsicas oue denr valores medorsdos de
lz funci16n obdetivo. Este rrocedimiento se demostrard cue es ecoui-
valente a moverse & lo lardo de 1as lineas de restriccion en la
frontera de vértice a vérticer definido por una solucifn bzuicar v
ng tmEorts aue vértice o solucidn bssica es ussda como runto de
parlides cor tzl de aue este cee rorinle,

Es unz =-orinded del sistems oue 1 :# Jdeterminsg Lel conduito
du i lewun o pogilive ¥ N-m = nt come cerods ecta soluciébn repre-
senle un ~dnts en wn vértice de 12 ro imencionel sermilide.

Se he digsho oue une valor .
anites rarticuleres dentro s
funcin linesls 21 &Gstime siemsre oczori an una frontere. Es focil-

nenle demosireble aur wva que :2 lienen ecusciones de  rectriceldn

sobrene taec:s silucree solampenle on
redibn o on la Frontera, Cone e

Yinesleeas Iovzlor eslrems ruede normelmonte cper solemente on 1z
interseccian de J r wét relactones d0 rcoslvicelioe pzd oen (<R

urg eilbeaciéns cuma Y gue e oueestre eno le 1

YR ose dircreponly zn 1o Jdireceidn moctreadsy el
ary {Ciy gov @denrlues morp Wi

medne wslor L dguel el o entcusnt -~
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Se~-ha visto oue en rroblemze de dos dimenciones el vértice se
define ror la interceccidr de dos rectricciones lineslosd on  tre

dimenciones sor tres restriccione: linoalee £fig, A 5.0 u  en
redinensionesy &l wvértice eulz  Jado ror lao irttercovel dn e
nesurerficies. Fue el rroreocito  de cobtener  coluciones wélidawes
tsoluciones bésicis® aue caian en un vérticer aue s escosio N-m
valores de Xi aue fueran cero., Asi les n variagbles de disrercibne
rermitiendo N-m valores .de idusldad de rectriceidn aue intersects-
ran. l.es otras m variables se tomaron come no rnedatives. Une vezx
aue ¢l nuevo erobleme N-dimensionzl se ha creadoy no ¢e hacen dic-
Lincionue roslerioves entre les wvarizbles vrisinales v log wvaria-
blew Jde reduceian,

Xz

%y

Figurs A 5,2 Le eslructure e log vérlics
dous diwensicnesy (B) FPaliedra on bLres dinensiornies,

a)'Polisbna-mn

Fasw III, Rescowodye de les Tuoncione: de vestriceidn w obdeti-
oy I vatz elere o2 concerdents veacomadar reshriccoiones v 1z
vunclones  obdetive de bl neEmere aus 3 140 . obdebivo w 1
mevarichles da la waN IUFTresanEr o bdpmid ST
2o bantes M- m-”arlnblu lzz @ue san igus a cerp- en 1o srimare
slucidn bisice.
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Se verd que s1 le varizble no bézice Liene un coeficiente rocitivo
le nuevs forma de 1wx  ecuacion de restriceion resrrecledey no hobrd
Livite ¢ g9y incrementus roro si e) ecocficiente og necsrbivoy el in-
cremegnto sore linitedo mor le relacién del welor de ls variasble ba-
s @ su ceeficiente. ’

Al finzl del cambio se tieme una rueva beser  una. nueva s01u=~
cibn béasicar 9 un nuevo valar de la funcién obJet:vo. ‘ i

En zernerzl: depemos terer und elepeiér de N-w direcciones de
rovimienlo de cads wérticey estze direcciones corresronden & la
wleccidn de unzg ¥i de les variableo no bizicesy ¥ ¢ un movimiento 3
1o lzrzo de une rvestriveidn haecie un Alevo vérticer asi en dos di-
mensiones Lendremos dos sliernstives de movimienlo cusndo todes le:
restriveivnes sesn 1sualee,

Fase Ve Rerelicitn del  evocedimiento enterior enm la busoucd
do olroee vartioe:s. Hzbiendo zleocsnzzdo un vértice eaduacenler resre-
sentedo ror une nteve salucidn bisicar dephevewncs de reretir el mino-
s erocediniontsy rasos IIT o IVs hasta ¢ anE e luc an bl ce U=

nel (y el vértioe) wcentrads cuendo moo sogsn MOVErNOs mis Iin
sfectar losw velores oy de 1a Tuncian obowel . te runto sere

o=t imn o
oode den,
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w o et d

2fr o
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dobera ser inserlads en 1z wubieeuline QEJFUT. E1l mrogramz to1 conco
se rresenta zoulr mo reveite hover caleulos con vopresicofes do vo-
locidsd  aae tensiern rezlreyccicne o Lo dutallod de 1lns dend:  doto-
He den wnoe@l Frosrems eet Teldo 5.1

EL rezultedo del rrodreeme se forme condo (@) los valores ini-
cisles de 1ss constantes 9 el intervalo de veriacifn aue se deler-
mire  coume deto del erobloms  (¢i ze alimentaron valores miximpe w
ainimos o2 les constamtesy fLawhidn ergreceren estos)s; (b)) valor oo
la funcidn wodetive con 1o T o) el valeor de las
cunttanles wue €l Frogesis ot gumelio con
oy limiies w werer Bip leg (HTR)Y itlare
v ode cuglaier for-
) el welor de le
e “iferencia ope

&3t
Sl wid owe meETmlbic
; ;

e Ve &0 laitles
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ThLGITe  LATO COLUMNAS . . o TEIRUACICHES
L M 1 immzr:m OE COPSTAUTES & CETINAR
i i ITCION T TEICCTON

AR e 13 CNLHITRD CTTERSCTANES

: znnon 1 e mO REEMITTIO

: Nl 4000 THICTAL (¥3. UARTADTON TE (vt
I ' VAR BAKIF ¢ nnTie o op oo
T Py Do uALDR s«s:

: "UNE"H'.¢?ICVE? ne
SQTEATOG O poE ), T
ATy

¢




Formato de salida del prodrams del Apéndice VY,
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PRINCIPTO

A LA FCRMA ES %NDAR
3 DJE HCLGURA Y
TERMINCS INDEPENDIEN

~ LA SOLUCION
S ES UN MAXIMO |

CAQUELLA
ICREMENTAR
. PR
- se e SOLUCTON. NG

ACOTADA

Fig. A 5.3 Diagrama de {lujo del programa del Apéndice-V.



Listedo del rrodrome deloAréndice V.

LSRRI SRS LSRR RS EAT IR E2 s g EEDIL LT DR RRE AESRARRACE O EE
¥ ESTE ES UN FROGRAMA DE OFTIMIZACION USANNO EL HETODO L§
¥ SIMPLEX *
PP ORI KOO XL XEE RN F AR LA KX
ESTE FROGRAMA ESTA EN FORTRAN,

ESTE E2 EZL FROGRAMA PRINCIFAL. LA FUNCION OBJETIVO RESIDE EN
Li SUCRUTIHA ORJFUT. ,

EL FROSRAMA REJUIERE DE L&S DINUTENTES SURRUTINAS! NRRANG:
FQINT, QLJFUT. OTUMUM. LAS SURRUTIMAS DPCTCUALES SONT INITIA
VORedIDUM,

UM SLINENTA EL NUMETD DE VARIAWES o0y ¥y EL MUMERD DO CONDI-
CIOHES LE RESTRICCTICY (M), =D PARG PRORLEMAS STH RESTRINCTION
f=-4 LINITE S0BRT JARIARLER: = NUMESD TE ROSTRICCIONES FUN--
CIONALET ¢ TAMBIEN TTEME CONDICTONES & LA FRONTERA&, CON Fi-
CION LE RESTRICCING EXTERNA SE DEDE AGREGAR AL FROGRoM HMA -
SURRUTINA LLAMaDa COHFUN.

EL CRITERIOQ T DETENCION ES NECEZARIQ ENTENDERLD BRIED PAPA
FOOER MODIFICARLO CUANDD BFA NECESARIO.

ZETE *ROGRAMA ES NE PRECICTIOY QENCILLY OM FORTEAN I,
Lo WSRIADLE NFUN €074 DISEONTELE Pefy OUE TL USUSRIQ CONTROLE

Ley CRCICN EN QRUM Y ORJFUT.
CLOUSUARID POOCARCTIM. La SURDUTING ODFRT OUE CONTIEMS LA -
FUPLION QRJIETIND & I0F MINIVITADS e e e v e g

VEFR COasEMTACING gf DOTA SUTRUTING FARYN. HAYOR

CalItH AL RESPECTO.

LOS [ATON NC ETRANG FECUCRINOS Dan EL PROCRANA 0!
{1}t DL PARANTTROZ. CONDICIOFEE 98 PESTRICCION/M=0r-1 ETC.)
v MARTIMD DUHeR n PE ITERAGCIOHES 23T& FORMATY.
20 BREOE TOLIRABLE IEDC.S FORMATY.
30 PARS CADS TERAMETRFO ENTRADA DE ESTINACION TMHINTAL. TAMANO
LT FASD Y LIMITE SUFERIOR ¥ LIALTE IUFERTOF NC LDT Panafic-
ROSe ST 20N AFROPTAROS /4520,5 FORHIT).

e
t

~r,-r‘n.“:(nﬁnnnmnﬁanﬁﬂﬁnl'}r‘unﬁr‘;t"n(‘-ﬁﬂﬂﬂﬂﬁl‘)ﬂ

E (A ?ﬁﬂ, LOS paTne EVPERIMERTALES. CMTEADS DE LA COHCENTRATIAON
C DT SUSTR=TO anITUSDA (80 ¥ UCLOCTIDAN QRO T :

g (T20.T FOFHAT. ;

C Pafs MAR DETALLES UER COMENTARTOS £ L8 SUECRLTIMA DRIFUT.

:

"ILD 3 ' MANREESTTE = {7, BLOCKSTIE2 .

D et ot AT e TRUE)
oL 2000 "l"")nrl"(\‘wE.J{"ﬂ‘ EMAXL20: yFMINIDOY
SETEMELRQY, WSS AN . :

RIS S £ 124 LAN o e, coNn, NE REATRICCTANA
e BEEAT a2 s -

SmEy e




1000

-

i

i

1603

g
o

FORMAT (316)

NF=0

N1=N+1

N2=Ht2

an=N

A2N=2,/N

Al=-1,

Kl==-2,

Ci=-0.5

ﬂ1=0.5

WRITE CIOPT.1334)

FORMATC///7  0LIM. ERROR PERMITIDO,EN FORMAT E20.547)

READ (5+1077) CRROR L e

FORMAT(ER0,5)

HOT =0

CONTIHUL

HALF=0,%

oLIsaY=1,0E11

Bl 5

CC=2.0

1G0BD=0

HEUH=0

INIT=1

WMITE CIDFT1447) g

FORMATC/ 77 ALIM, FARA CADA VARTARLE ‘EL-FUNTOZ
STHICIAL DE SREEHAUE TANAND TE PAGD:  (RANDO Hed- Y1
TRANGD MIN ET ES APROMIAIONY . EM FOENATIAER0.5//)

DO L I=1N Sl

IF (fi HE.D) BO TR 197¢

TEAD (Sei700% (1Tt ePELITY

FORNAT (2E20.7

50 TO 1335 CEERL I

READ (S:1001) Y017 +DELCTY (PHAXCTYFMINCT)

r3 Vm1(4E 0.7 S

COETIHUE

Lr ih.NF,\‘ 20

TC R
’1*I'~7EL(')
..53)

90 T 1338
CONTIHUE
UEITE (1410023 (1,1 DELY I),IMﬁX(I);PMIN(I)
FHAT ('4'""’1‘ A8

;_Jn'HUE

Chiin ZEJFUNCORSS Pyl MvPHAY!PHIN!HQLFJ"CNrIﬁCCv”rUN HORJ s\
WRITE C(1y1003) DEJ

FORMATC/Z  VALGE DE Lo FUMN ORJS LA 08 URES

T{1)=0HJ

00 2 IJd=1sH

ng 3 Jd=1lsN

IF (IJ.EQ,J) GO 7O %

BTl )= 0)

GO TO 3
KKIJ+1 =N, N Anp TS
Jr=lT Ay
- “"IFHH Oy e PP PUTH HAL T TR TANR PIFTET HOT o 18
T34y =00
T

IR T RS I N TR T VAL TR L)

192 -
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L0 6 J=1sN

X{(N2,1)=0.0

g 7 I=t,N} :

IF (I.MNE/HAXY) XINZ JI=X(N2sJ) + X(I1d)

CONTINUE S

CEN()Y=X{N2Z: J)/AN

CENC) =X (HINY,.)

CONTINUE

o 8 I=1,N

XTEMF (1) =X (KAXY, )

NFUN=2 :

CALL FOINT(ALIFeXTLEME CEN:N) o :

CriLL OEJFUNCORIFaMNeMy FMﬁYyFMINanvaCEN Incc,NFUN NDRJ:U)
o0 % IslaM
RIND I¥=F(T1)
ChJ1=0F! Ry
IF(DRJ.GE,V(HINY)) GO TD 20
IF(IACC~1)109104510 i
CALL FOINT(ELyF. %TEHP,CENvN)
HFUR=2
CALL ORJFUN(OEIs Py Ny Me FMAX s PHINS HAL
IF - (OBJVGE, Y (HTMY) ) (BR-TH: 104"
IF (ORJLLT.ORD GO Tn 404
t CHEXY ) =0EBJ ’
Lo 11 I=1.N
XOMAXY s I¥=F 1)

G0 7000

QL d=0RA1

FOMARY Y =ORY

OO 12 Is=1.H
HAMENY DY=X (N2 1)
P22

530 TO §00

IC=20

1Q 21 I=1.n

IF {I.ER.MAXYY 0N To 24
IF (OBJL.GT.Y(IYY IC=IC4T

CONTINUE

IF CICNE.NY GO TO 104

CALL FOTMNTCI FeXTEMF ) CENY N)

MFUN=2

CALL OF}FWnlﬁT‘-F~H My PHAY y PMIN- HALFrCENyIACF &FUH NDEJ vy
IF JQEJGT-Y/faxyesy B0 T0 h3 . :

TN ) =OR

no 22 Isisd

LOHAXY D =P

29 To SoC o

DALL FRINTIDY. PO YTEHRLCENSH)

NE =D

CALL DBJFUNIODILFy NeMs PMAK - FHIN, HAIF CEu IACC:NFUN:NGP! )
IF CQEJLLT.YOHAYY) S G0 TO 4L

10 LOT I=1eMi T TE e

i fI.EG.MIuv; 50 TR 107 T T PO A e

30 29 JeiedN o o

i CTALEEIHTNY S JY 2000

w5

s EEN: TACE S HFUN Y HORF 1)

Fd i

(1. 1y

S

TALL M ITEID T PHAY TR UL - SEP- TACCHHFUL DD Y
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-107 CONTINUE
GO 10 500 -
11 Y (MAXY)=0FR
LQ. 42 I=1yN
42 XHAZY » 1) =F (1)
500 SQY=0.0
00 105 I=1,N1"
IF (I.EQ.MINY) GO TO 105
00 1997 JJJd=1+N
SQYY=X(Ty 1) - (HINY s JJD)
EQY=SRY+EQYYLEQYY
SOVY=Y (I - (MINYD
SAV=CQT+CAYYSOYY
CONTIMN,
SEY=E0YYL, 0 g ;
IF CYIMINY) JGE,OLIISQAY) GO . TO &4
CLISAY=Y (HINY) ' o
IGOOn=1G00n+1 : ‘ e S o N
C EALIDA INTERMEDIA CADA NN UE CUN CPUNTO HEJOR HA SINO. ENCOMTRADO
9 MN=5 EN ESTE EJEMF'LU . - C :’ T T
NN=5 ~ ! ;
IF (IGOOD.LE.NNY GO TO &
1¢32  IG0O0=0 :
WRITE (1,1101) SQY:HMRUN T ;
1101 FORMATC//*  TaMaND DE 5“4F".._[:V—‘El4 7
1 I4//7/5%EN EL VALDR DEL PARAMETROMS
00 43 J=1s0l o
43 WRITE {1,1102) X{MTHY D
1102 FORMATC(L1OX,E13.6)
WRITE (1:1103) VIMINYY
1103 FORMAT{Z/ ALRR TE LA FUHFI”H OBJrTTUﬂ 5514‘/)
5o IFCYOHINYD LGELERRORY 30 .7TQ 47
’ IF(SQY. LT ERPORY GO TO 2027
&7 MRUN=HFRUNY 1
IF(MRUN~HTR) 200120007000
Z000  Cabl SPREMGONLVHNSEY JHTINY D
WRITE (1-,110% R
2163 FORMATC/7/77 EL MINIMO ESTAEM. - 29
0o 32 I=1-0! o

[
2
~a
~J3

1

ty NO=

©OFIY=XCMIMY I ’ :

52 WEITE (1511043 Te¢HINYVS 1Y

110e FORMATLS REeT2r )= 450407
WRITE (1:.1107) ! Y

1107 FORMAT . EL 4INIMC T SHELALV Y
UEITE <1s11000 "f!l*»"’“! . h
IJFUM--hW
Call DRJFUTORS. P,JFWN U)
‘DCK L ) ;
SToR ’ .
e FIN onEL FROGR A M A,
END . : :
c ELOOUE WE SR R UTIIONG S,

SUBROUTINE ORJFUNCOBRI y XaMe My XMAX s ¥HIM e HALF , CEN TACCyHFUNM-MORJ 11
DIFEMSION X201 AR 20) o IMIHOZ0) » CECT0 ) L CEMCD0Y
DIMCHEION W(3ra0) ‘ :

10041
IACC+D
IFSiD 10lrifanion
oo au 1
TF o FHROTIL TR e

-
"
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1 CONTINUE
IF(H.LE,0) GO TD 104
Call CONFUN(MyIN.XsCF)
o I I=t1eM .
IF(CF(I)) 225103
CONTINUE
GO TO 104
103 IACC=1
1C=0
[0 3 I=1sN . .
XCI) =HALF¥X (1) + (1, 0-HALF YXCEN(I)
IF (ABS(X(IY-CENCI)=-/0001))= 4,1,3
4 IC=ICH+1 :
" CONTINUE
IF ¢(IC.LT.NY BO TO 102
194 CALl QBJFUTIQRIs s MFUH U
RETURMN
END -
SUERQUTINE CONFUN(NY HvaCF)
DIHENSION X(20),CFe20)
c L FUNC DE RESTRICCION BUSCﬁ CF(I) MENOR 0 IGUhL A CERQ. -
RETURN
S
SUBROUTINE FOINTCAYFyFPHrCENS N\ e s
DIMEASTION FC20YFHC20) « CEN'”C T U R
uQ 1 I=1.M
[ERA AT E R LR K i IR e B #«MCEN(I)
LDNTINUE
RETURN
[ 3231
SULNOUTINE ARR ﬁNG(Nv\yMﬁXXyMINX)
DIMENSION X(21n
Har=N
HINR=
HML=N~1
LG 1 I=1yHML
IF R BT WX (MAXXY) mnnX 1
IF (X(IY.LT. X lMIN")‘ H'[N‘( I

[ &)

b

1 CONTINUE
RETURN
LI )
[ SUERUTINA DE LA FUNCION OBJETIVO

SUBROUTINE ORJFUT (QRI. < aHF U
NF'r D DE DATOS (PUNTDED

KC1irX(22ETE, 2500 FARAMETROS OUE SERAM AJUSTANOS POR EL FROGRAMA
YI1:Ix! LA, COMCEMTRACION DEL SUHSTRATO

022108 24, COMCENTRACION DEL SURSTRATO

U303 LA YELOCIDAD DE REACCION OESERVADA

ANUNG EL NUMERADCR DE La ECUACION DE WELOCIDAD

ALE! EL DENOMINADOR UE LA CCUACTON UE VELOCIDAL

SEJT UALOR DE La FUNCION QEJETIVO :

JTMEASION X(20:+3(2),Vi3:40)

Hrll ‘

IF (NF.GT.1) 6R TO 10

40 23 I=lenp _

EGe LIV T U2, 1) P Y3 D)

o Gm

R S N WY




[sN>Ne) o

oy

C
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S(2)=V(2yI) -
A1=S(1)*S(2)

=G(1)¥Al
ANUH N ES (DI FACDIEALEL(II A2
ADE=1.,4X(4)*8 (1)+Y(u)*3(1)¥5(1)+X(6)*S(°)
ADE=ADE+X(7)#A1+X () FAR
VEL=ANUM/ALE-

VEL~=~~VELOCIDAD CALCULAUA
V1= (VEL-Y{(3s1))/VEL : PR

Y1 ----DIFERENCIA ENTRE LA CALCU AL

ENTRE LA CALCULAHA DTEOS ACT
SER USALOS e

OEJ=0D J4V 13V
IFCRHFWNEC10) GR O 30
Wi=1,/VEL : ) )
WRITE (1:2)UELrU(3:I)1U1
FORKAT(3ELS,S)
CONTINUE . S ,‘M_ Ll
RETURN e L
END
FIN DEL FLDGUF DE SUHRUTINﬁai_l*

Rary '0‘8 SERVALIA cunpnﬁnr‘a, '
§ TE COMPARACION FUEDCH
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