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Métete a Michaelis en el bolsillo

Estimados compaiieros bioquimicos:

En esta ocasién os traigo una propuesta para actualizar
una préctica cldsica en el laboratorio docente, como es la
dedicada a obtener los pardmetros cinéticos de una enzi-
ma, mediante la incorporacién de un método robusto de
regresién no lineal que proporciona la estimacién de di-
chos pardmetros asi como su imprecisién.

estudiantes inexpertos y con medios de clculo limitados.
Hoy en dia este argumento ya no es defendible, por lo cual
me he planteado la propuesta que os lanzo en este articulo:
formar a nuestros estudiantes en el procesamiento de los
datos con un abordaje propio de los tiempos que vivimos.

Probablemente muchos de nosotros este-
mos acostumbrados a realizar con nuestros
alumnos una préctica en la que se determi-
nan los pardmetros cinéticos de una enzi-
ma siguiendo el disefio de la curva de Mi-

DEBERiAMOS FORMAR a nuestros estudiantes en

el procesamiento de los datos con un abordaje propio de los
tiempos en los que vivimos.

chaelis y Menten. El experimento incluye
un extracto biolégico que contiene la enzi-
ma a caracterizar, un sustrato o un produc-
to que puedan medirse empleando un método sencillo, y
la preparacién de una serie de tubos con concentraciones
crecientes del sustrato. A continuacion se suelen represen-
tar los valores obtenidos a partir de las medidas en una
grifica con velocidad de reaccién frente a concentracion
del sustrato. Seguidamente, se prepara una segunda grafi-
ca con alguna transformacién matemdtica de los datos, tal
como la de dobles reciprocos, con el objeto de conseguir
una linea recta que permita estimar los valores de la cons-
tante de Michaelis y de la velocidad méxima.

La experiencia vivida a lo largo de los afios con esta practi-
ca indica que con este planteamiento cubrimos adecuada-
mente algunos objetivos formativos y que sirve de refuer-
zo para lo que ensefiamos en las clases “tedricas”en el aula.
Sin embargo, la fiabilidad de los valores estimados con
este método es muy baja, en las circunstancias realistas de
nuestros laboratorios docentes. Se suma a ello el hecho de
que existe amplia y ya antigua bibliografia sobre lo inade-
cuado estadisticamente de las representaciones linealiza-
das: al calcular el inverso, los datos experimentales de valor
mis bajo, sometidos a un notable error experimental, se
convierten en los que mds afectan al resultado; presentado
de forma mds general, debemos decir que se estd alteran-
do la uniformidad del error entre las diferentes medidas
(en vocabulario técnico, se altera la homocedasticidad de
los datos). La respuesta tradicional a este cuestionamiento
era que es la Gnica aproximacién viable en la préctica, con
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A partir de un algoritmo preexistente para calcular regre-
sién no lineal a cualquier ecuacién mediante JavaScrips'
se ha preparado una aplicacién en linea que lo adapta para
la cinética enzimdtica. El usuario introduce datos expe-
rimentales de velocidad y concentracién, y la aplicacién
calcula el mejor ajuste a la ecuacién de Michaelis y Men-
ten, directamente sin ninguna transformacién matema-
tica de los datos. En una segunda etapa, se ha adaptado
la aplicacién para adecuarla a dispositivos méviles, como
el teléfono. Esto abre la posibilidad de que los estudian-
tes obtengan el resultado final de su trabajo experimental
mientras estdn en el laboratorio, sin necesidad de equipo
informético. El inico requisito es una conexién a internet
en el teléfono o tableta (asequible bien con su tarifa de
datos o a través de la red inaldmbrica del centro), dado
que no se trata, por ahora, de una aplicacion nativa que se
pueda instalar (las ya famosas app).

En el congreso SEBBM de 2013 ya presenté una comu-
nicacién (Cien arios de Michaelis y Menten®) con algunas
inquietudes sobre la cuestién de la ensefianza de la ciné-
tica enzimitica, y de entonces procede el desarrollo y la
progresiva mejora de esta aplicacién. Este curso hemos
tenido la oportunidad de llevarla al laboratorio de pric-
ticas y,a modo de experiencia piloto, olvidar la represen-
tacion de dobles reciprocos y, en su lugar, inducir a nues-
tros alumnos a que usaran la aplicacién para completar
su sesién de trabajo experimental.
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Regresion no lineal para cinética de
Michaelis y Menten
1. Indica &l formato de lbs datas:

una [S], una v
Marca | Si usan coma decimal.

2. Teclea (o pega) los datos [S], v

| borrar fos datos |

3. Acapla estos valores estimados iniciales,
0 escribe olros:

Vi = 256335

Km= [0,5

Regresion no lineal para cinética de
Michaelis y Menten
1. Indica el formato de los datos:

una [S]. una v
Marca | i usan coma decimal.

2. Teclea (o pega) los datos [S], v:

3. Acepla estos valores estimados iniciales,
0 escribe olros:

Vinae =[1,6905 |
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3. Acepta estos valores estimados iniciales,
0 escribe olros:
Vinaw =|3,32674] + nuazes
I = 0.0286
Km= [L13670)+ o413
p= 008
4355
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Un paso mas de claulo

4. Pulsa el boton. Dbserva arriba cdmo
cambian kos pardmetros y el RMS. Si los
nuevos valores son razonables, pulsa mas
weres el bobdn hasta gue los indicadores de
mejora pasen a verde.

Si se disparan las parametres, intentals

3. Acapla estos valores estimados iniciales,
0 escribe olros:
Voo =[2,29361] + 0ato3
I = 0.0678
Km= [1,35617]+ oasea:
p= 01298
0.4256:
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Un paso mas de Glaulo

. Pulsa el boton. Observa arriba o
cambian ko pardmetres v e RMS. Silos
nuevos valones son razonables, pulsa mas
weces el bobdn hasta que los indicadores de
IMEjora pasen a werde.

Si se disparan 1os pardmetros, intentalo

3. Acepta estos valores estimados iniciales,
0 escribe olros:
Vi =[5, 27054+ 1145
p= 00193
Km= [L75287]+ notze
p= 00568
00315

-
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Un paso mas de cElailo

. Pulsa el botdn. Observa arriba odmo
cambian kos pardmetros y e RMS. Si los
nueves valores son razonables, pulsa mas
weres el botdn hasta gue los indicadores de
mejora pasen a verde.

Si ge disparan las parametres, intental

3. Acapla estos valores estimados iniciales,
0 egcribe olros:
Vimee = [56,07381| + 91221
p= 0.5822
Km= [T41946]+ 17360
p= 0.5906
0.018S:
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Un paso mas de Glailo

. Pulsa gl boton. Observa arriba odme
cambian ks pardmetros v el RMS. Silos
nuevos valores son razonables, pulsa mas
weces el bobdn hasta que los indicadores de
IMEjora pasen a werde.

Si se disparan 108 pardmetros, intentala

Dos ejemplos de ajuste de datos. En |a fila superior, a partir de unos pocos datos (a) se obtiene una estimacién inicial (b)
de los pardmetros que rapidamente se consigue ajustar (c, indicadores en color verde). Las desviaciones de los puntos
experimentales se traducen en una imprecisién notable, con un 22% de error tipicoenv,_. yun33% en K . En el caso de
unos datos de peor calidad (d), que no muestran la tendencia hiperbélica hacia la saturacion (e), la regresién igualmente
conduce a un resultado (f), pero puede apreciarse que no es en absoluto fiable, con errores de 165% tantoenv_. como en

K (Véase la tabla para mds detalle de los resultados).

La experiencia ha funcionado de forma eficaz tanto en
el formato de pdgina web como en el disefiado para el
teléfono. El primero es mds descriptivo y adecuado para
un ordenador; el segundo, mas sencillo en su disefio y mas
compacto. En ambos, el uso de la aplicacién es sencillo,
sin entrenamiento previo, y el cilculo ha demostrado ser
robusto, capaz de proporcionar resultados incluso a partir

de datos de poca calidad.
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Se consiguen buenos resultados con datos reales obte-
nidos por los alumnos. El disefio de la préictica no in-
cluye réplicas, los alumnos son inexpertos en el manejo
de las pipetas y, en consecuencia, es comun la presencia
de errores experimentales sustanciales; por ltimo, no
es infrecuente que los resultados no se aproximen a las
condiciones de saturacién de la enzima. Todas estas si-
tuaciones hacen dificil el ajuste fiable de una recta

37



EDUCACION UNIVERSITARIA

DETALLE DE LOS EJEMPLOS DE AJUSTE DE DATOS

0 0
0.1 0.058
0.2 0.394
0.5 0.882
1.0 1.353
2.0 2.229

Grafica y linea ajustada

2.0
Z
v
1.0
L]
0.5
Bl catos experimentales
A M curva ajustada
0.0
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
[S]
Resultado
v =53+£1.1
max
K =28+09

en la grifica de dobles reciprocos; sin embargo, con este
método de regresién no lineal el ajuste a la curva de Mi-
chaelis y Menten se realiza de un modo semiautomatico,
que permite ir verificando su progreso tanto visualmente
como mediante indicadores calculados, y termina con
éxito a pesar de las limitaciones de calidad de los datos

de partida.

Otro elemento muy positivo es que los valores obtenidos
para K y o _vienen acompanados de una cifra de error
tipico. Esto permite validar de forma critica la fiabilidad
de estos valores estimados y no asumir “a ciegas” el resul-
tado numérico obtenido.

La principal ventaja de este procedimiento radica en usar
un método moderno, estadisticamente sélido, para la re-
gresion y, en consonancia con ello, entrenar a los alumnos
en buenas pricticas para el procesamiento y analisis de
datos experimentales.

Sin duda algunos de vosotros habréis desarrollado o uti-
lizado metodologias similares donde se realiza un tra-
tamiento correcto de los datos, pero creo que esta es la
primera vez que se ofrece un método muy sencillo de im-
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0 0
0.1 0.078
0.2 0.120
0.5 0.380
1.0 0.753
2.0 1.470

1.5
1.0
0.5
B datos experimentales
M curva ajustads
0.0
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
[s]
Resultado
v =56x91
max
K =74+123

m

plementar y accesible para cualquier laboratorio docente.
En todo caso, serd un recurso més a disposicién de todos.

La aplicacién estd disponible de forma gratuita; si estdis
interesados en llevarla a la practica con vuestros alumnos,
os agradeceré un mensaje y cualquier informe sobre vues-
tra experiencia con ella.

Bioquimica y Biologia Molecular
Dept. de Biologia de Sistemas
Universidad de Alcala
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