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CAPÍTULO 6 - EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DOS SUBSTRATOS NA VELOCIDADE
INICIAL DA REACÇÃO

6.1 - Introdução teórica

Para uma reacçao enzimática que segue a cinetica de Michaelis-Men-
ten, o gráfico da velocidade inicial da reacçao (v) em função da concentra
ção de substrato (S) e uma hiperbole rectangular (figura 6.1) da forma:

v = Vmáx . S
Km + S

Os parâmetros que caracterizam esta equaçao e que sao em geral es-
timados a partir dos resultados observados são Vmáx (a velocidade inicial
máxima, que é teoricamente atingida quando a enzima estiver saturada por
uma concentração infinita de substrato) e Km (a constante de Michaelis, nu
mericamente igual à concentração de substrato que corresponde a metade da
velocidade inicial máxima).

Uma vez que a relação entre a variável independente S e a variável
dependente v e não-linear, Michaelis e Menten (1g13) reconheceram desde lo
go que nao era prática a determinação de Vmáx e Km a partir da equação da
hipérbole. Para tal,contribuia o facto de haverem restrições de natureza
fIsica, as quais tornam apenas posslvel a medição de v para valores posit1.
vos e finitos de S. Não era assim fácil determinar com rigor aqueles par-ª-
metros, já que as assi~ptotas não pod±ém ser localizadas com precisão;alem
disso, era difIcil traçar com rigor uma hipérbole rectangular. Assim, fo-
ram as próprias Michaelis e Menten (1913) que usaram a representação gráf1.
ca de v em função de -log S. Esta curva tem um ponto de inflexão em S = Km
e a inclinação máxima da curva hesse ponto é 0,576. Este método é aceitá-
vel em termos estatIsticos mas não foi aceite posteriormente, possivelmen-
te porque se tratou de outro método não linear e, como tal, difIcil de ma-
nusear (Eisenthal e Cornish-Bowden, 1974).

Hoje, a equação de Michaelis-Menten pode ser representada de manei
ra diferente para .~ determinação de Vmáx e Km, a partir de uma serie de me
di~ões aa~velocidade inicial a diferentes concentrações de substrato: uns
métodos são simples, rápidos e expeditos, mas de menor precisão; outros são
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Fig. 6.1 - Representação gráfica da velocidade inicial de uma reacção enzimáti-
ca que obedeca à equação de Michaelis-Menten, em função da concentrª
ção do substrato. Em A está representada a parte da curva correspon-
dente a 0<. S < 5 Km. Em B está representada a mesma curva para um in-
tervalo mais amplo de valores de S, incluindo valores fIsicamente 1m
possIveis, de modo a ilustrar a relação da curva com as duas assimptQ
tas, S = -Km e v = Vmáx ( Cornish-Bowden, 1919 ).
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mais precisos e complexos, complexidade esta apenas aparente dada a possi~
bilidade de utilização de calculadores cada vez mais exactos e rápidos. De
todos eles, apenas faremos refer~ncia a 5, por serem talvez os de utiliza-
ção mais corrente. Dentro destes, os 3 mais conhecidos resultam de trans-
formaç5es lineares da equação de Michaelis-Menten.

1 - M~todo de Lineweaver-Burk ou "double reciprocal plot"
Invertendo ambos os membros da equéção de Michaelis-Menten obtém-

-se a seguinte equação:

1 1
+

Km 1

Sv Vmáx Vmáx

Esta equaçao mostra que a representação gráfica de 1/v em função de 1/S e
uma recta, com derivada igual a Km/Vmáx, ordenada na origem igual a 1/Vmáx
e abcissa na origem igual a -1/Km [figura 6.21.

l/V

Slope=Km/ V

o
1/5

Fig. 6.2 - Gráfico de Lineweaver-Burk ou "double
reciprocal plot". As barras verticais
correspondem a um erro de ± O,05.Vmáx
em v ( Cornish-Bowden, 1979 ).

A representação gráfica de Lineweaver-Burk tem sido, de longe, a
mais frequentemente utilizada. Apesar da sua grande popularidade, este me
todo nao deve ser recomendado. O seu principal defeito é que, tomando o i~
verso de v, os menores valores de v (que são precisamente aqueles valores
que tªm maior percentagem de erro) desempenham um papel exageradamente im-
portante na determinação da posição da recta ajustada (Dowd e Riggs, 1965)-
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- ver sub-capItulo 6.2. Km para a L-glutamina; isto ~. para valores béi~
xos de v. pequenos erros experimentais na sua determinação originam erros
enormes em1/v; mas para valores grande de v. os mesmos pequenos erros e2
perimentais originam erros insignificantes em 1/v. Isto est~ ilustrado
pelas barras verticais na figura 6.2. as quaiscorrespondem todas a mesma
amplitude de erro em v. Assim. se o valor mais pequeno de v for medido
muito por baixo. o valor correspondente de 1/v virá muito por:;cima - como
resul 't ado , recta dos <' quadrados deslocar-se-~ sentido dosa mlnimos no po.!::.
teiros do relógio. a volta do ponto cujas coordenadas sao a média das co-
ordenadas de todos os pontos e através do qual passa a linha de regressão.
Se esta rotação for suficientemente grande. a ordenada na origemapro~i-
mar-se-a ou passara para baixo da origem. originando estimativas absurdas
para Vmáx e Km (Oowd e Riggs. 1965).

~~~ Estas dificuldades podem. em princIpio. ser ultrapassadas pela u-
tilização de pesos apropriados. mas esta solução não parece muito satisfa
tória na medida em que

j
odg:hilª-.,Jlluito·.frequenti3mente,. recj::éLqmuito mal a-

justadas CCornish-Bowden. 1979).
Markus et alo (1976) referem como vantagem principal deste método

o facto de as vari~veis v e S estarem separadas.

2 - Método de Han8s
Multiplicando ambos os membros da equaçao de Lineweaver-Burk por

S. obtém-se a equação de Hanes:

S Km
+

1 • S
v Vm~x Vmáx

Esta equaçao mostra que a representação gr~fica de S/vem função de S é
uma recta. com derivada igual a 1/Vmáx. ardenada na origem igual a~Km/Vmáx
e abcissa na origem igual a -Km (figura 6.3).

Estudos estatísticos sugerem que podem ser obtidas estimativas
mais precisas pela utilização do método de HaDes do que pelo método de Li
neweaver-Burk. já que. assumindo que v e razoavelmente constante quanto a
variância. ao longo de uma gama razoável de valores de S os erros em v re
flectem-se mais homogeneamente em S/v do que em 1/v - estes exibem maior
variação CWilkinson. 1961). como se pode ver pelas barras verticais da fi
gura 6.3. No entanto. tal como no método anterior. tomando o inverso de
v. dá-se ~nfase exagerado aos valores mais baixos de v. que são precisa-
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mente os valores que têm maior percentagem de erro (Oowd e Riggs, 1965).

o s

Fig. 6.3 - Gráfico de Hanes. Às barras verticais
correspondem a um erro de ! O,05.Vmáx
em v ( Cornish-Bowden, 1979 ).

A vari~vel independente,S, aparece em ambos os membros da equa-
ção de tal modo que um gráfico de S/vem função de S mostra um certo grau
de correlação inevit~vel - inevit~~el no sentido em que, mesmo se v e S
fossem variáveis ~eat6rias independentes, as vari~veis S/v e S estariam
correlacionadas entre si. Esta correlação inevitável, sendo positiva,te~
de a fortalecer a correlação observada entre as duas variáveis porque a
relação teórica contida na equação de Herias é também positiva (,COowd e
Riggs, 1965).

Segundo Markus et aZo (1976) este método tem o inconveniente de
nao separar as variáveis S e V.

3 - Método de Eadie-Hofstee
Multiplicando ambos os membros da equaçao de Lineweaver-Burk por

v.Vm~x e rearranjando a equação, obtém-se a 39 transformação linear da e-
quaçao de Michaelis-Menten: a equação de Eadie-Hofstee:

v = Vmáx - Km . v

s

Esta equaçao mostra que a representação gráfica de v em função de viS e
uma recta-:,com derivada igual a -Km, ordenada na origem igual a Vmáx e ab
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cissa na origem igual a Vmáx/Km (figura 6.4).

v

Slope" -Km

oL-------------------------------~~-----
vis

Fig. 6.4 - Gráfico de Eadie-Hofstee.
correspondem a um erro de
( Cornish-Bowden, 1979 ).

As barras oblíquas
+ O,05.Vmáx em v

o método de Eadie-Hofstee sofre, mas em menor extensão, do mesmo
inconveniente estatístico que o método de Lineweaver-Burk, com a complic~
ção adicional de que ambas as variáveis são afectadas pela variabilidade
experimental em v (Wilkinson, 1961). Este método dá resultados razoáveis
na prática, embora o facto de v aparecer em ambas as coordenadas signifi-
car que os erros em v causam afastamentos ou aproximaç6es da origem, em
vez de desvios paralelos aos eixos - como se pode ver pelas barras oblí-
quas na figura 6.4 (Cornish-Bowden, 1979). Por outras palavras, o facto
de v aparecer em ambos os membros da equação provoca um certo grau de cor
relação inevitável entre as variáveis v e viS de tal modo que, mesmo qua.!:!.
do S e v são duas variáveis aleatórias independentes, as variáveis ve viS
estão relacionadas entre si. Esta correlação, sendo positiva, tende a en
fraquecer a correlação observada ent~e as variáveis no gráfico, já que a
relação teórica dada pela equação entre v e VIS é negativa (Oowd e Riggs,
1965) .

Este método tem ainda os inconvenientes:
- Não separar as variáveis v e S (Markus et aZ., 1976)

Como ambas as variáveis estão sujeitas a erro, o método geral do ajust~
mento de uma recta a pontos pelo método dos mínimos quadrados nao é,teo
ricamente, aplicável (Oowd e Riggs, 1965).

Segundo Haldane e Stern (1932), estas três transformações linea-
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rss foram originalmente introduzidas (mas nao publicadas) por Woolf. No
entanto. tais transformaç6es foram posteriormente divulgadas em trabalhos
publicados por outros. cientistas CHanes. 1932; Lineweaver-Burk. 1934; Ea-
die. 1942; Hofstee. 1952). passando a ser conhecidas pelos nomes destes
últimos.

Uma vez que todas estas 3 transformaç6es sao meras variantes da
equaçao de Michaelis-Menten. poderia parecer à primeira vista que qual-
quer delas pode ser usada para estimar Km e Vm~x com igual rigor. a par-
tir de um dado conjunto de resultados experimentâis.·~,Isto seria verdade
se os par~metros v e S n~o estivessem sujeitos a erros experimentais. Na
verdade. embora S possa. em geral. ser controlado com certa precisão pelo
investigador. v est~ sujeito a um maior ou menor erro experimental. Nes-
tas condiç6es. as 3 transformaç6es lineares já n~o fornecem estimativas ~-
gualmente rigorosas de Vm~x e de Km. particularmente se a recta ~ ajusta-
da "a olho" ou pelo método dos minimos quadrados sem a utilizaç~o de pe-
sos apropriados para cada ponto.

A n~o utilizaç~o de pesos convenientes e o que parece acontecerna
pr~tica corrente. Com efeito. a maior parte dos investigadores contenta-
-se com o ajustamento na olho". dando aproximadamente peso igual _a: cada
ponto. Tal curva. tendo sido ajustada,porum investigador cuidadoso e ex
periente. estar~ geralmente muito pr6xima da linha calculada pelo método
dos minimos quadrados. determinada a partir dos pontos "n~o pesados". Co~
tudo. o erro a que os pontos est~o sujeitos nao e. em geral. constante.ob
tendo-se estimativas muito melhores dos parâmetros se a cada ponto for d~
do um peso. o qual ~ inversamente proporcional ao quadrado do erro ao qual
está sujeito.

Com a utilizaç~o apropriada de pesos. resultados id~nticos serao
obtidos com as 3 transformaç6es lineares acima referidas; al~m disso. ob-
t~m-se melhores estimativas de Vmáx e Km. Contudo. na pr~tica. o inconv~
niente do c~lculo e da utilizaç~o de pesos apropriados. frequentemente a~
sociados ao desconhecimento dos erros que afectam v. continuar~o provave!
mente a desencorajar o uso geral dos pesos (Oowd e Riggs. 1965).

Em relaç~o a estes 3 m~todos lineares. considerados globalmente.
Markus et aZo (1976) fazem uma s{ntese das suas vantagens e inconvenien-
tes. que passamos a referir:
Vantagens: estes gráfiCOS d~o directamente os valores de Vmáx e Km. a pa.!:.
tir dos valores da derivada. ordenada na origem e abcissa na origem; sao
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de fácil execuçao e muito bem conhecidos; os desvios da linearidade podem
ser usados para diagnosticar variantes CFrieden, 1967; Wharton et al.,1974;

Bardsleye Childs, 1975);
Inconvenientes: os resultados obtidos com estes métodos afastam-se, por ve
zes apreciavelmente, dos que são conseguidos por métodos mais precisos
CCornish-Bowden e Eisenthal, 1974); devem ser determinados pesos para usar
no ajustamento da recta CWilkinson, 1961) - Isto n~o é feito em geral por-
que complica a análise. Deste modo, os resultados obtidos por estes méto-
dos não são tão satisfat6rios como os obtidos ror métodos mais precisos.

Dowd_e Riggs (1965) demonstraram que estes 3 métodos lineares sao
imperfeitos do ponto de vista estatístico, e que o método de Lineweaver-
-Burk é, de longe, o pior, mesmo quando o erro associado aos valores de v
e pequeno. Naturalmente que a imperfeição é amplificada quando o erro em
v e grande, podendo mesmo as estimativas Vmáx e Km serem negativas.

A marcada imprecisão do método de Lineweaver-Burk tem levado al-
guns autores a sugerirem fortemente o seu abandono como método de estimar
os parâmetros Vmáx e Km a partir de pontos para os quais não-foram calcu-
lados pesos apropriados, tanto no caso de ajustamento "a olho" como no ca-
so de ajustamento pelo método dos minimos quadrados.

A escolha entre as outras duas transformações lineares não efácil.
Tal escolha depende, em certo grau, da natureza do erro associado a v, em-
bora o método de Eadie-Hofstee pareça, em termos gerais, ser ligeiramente
superior. Quando se sabe que o erro associado a v é pequeno, o método de
Hanes parece fornecer melhores resultados que o método de Eadie-Hofstee em
bora, em tal situação, ambos os métodos originem estimativas razoavelmente
precisas dos parâmetros Vmáx e Km. Se o erro associado a v é grande (ou
quando não temos a certeza de que ele é pequeno), é preferivel utilizar o
método de Eadie-Hofstee pois, em tais situações, embora estimativas pouco
precisas possam ser obtidas mais frequentemente pelo método de Eadie-Hofs-
tee, o método de Hanes pode dar origem à obtenção de valores bastante in-
correctos-CDowd e Riggs, 1965).

No que respeita à precisão com que as rectas se ajustam aos pontos
experimentais, o método de Lineweaver-Burk parece ser o melhor, seguido p~
lo de Hanes e, finalmente, pelo de Eadie-Hofstee. A precisão com que es-
tes métodos estimam Vmáx e Km está, como referido atrás, na ordem inversa.
Estamos portanto confrontados com o paradoxo de obter as melhores estimati
vas com a recta que pior se ajusta aos pontos, e as piores estimativas com
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a-rectà que melhor se ajusta aos pontos. A imerecida popularidade do mé-
todo de Lineweaver-Burk poderá estar baseada nesta capacidade de originar
um bom ajustamento da recta aos pontos, mesmo quando os resultados exper!
mentais s~o pouco precisos. Por outro lado, o método de Eadie-Hofsteeten
de a exagerar qualquer afastamento dos pontos da verdadeira linha previs-
ta pela f6rmula de Michaelis-Menten, uma vez que ambas as variáveis sao
influenciadas na mesma direcç~o por um erro em v. Por isso, além das van
tagens. já referidas, este último método tem ainda a vantagem de ser 0_ mais
sensivel a desvios da linearidade, avisando o investigador quando as suas
observaç6es n~o correspondem ~ relaç~o prevista na cinética de Michaelis-
-Menten (Dowd e Riggs, 1965).

4- Representaç~o gráfica linear directa (direct linear plot)
Trata-se de um método estatisticb n~o-paramétrico, gráfico, introdu-

zido por Eisenthal e Cornish-Bowden (1974).
Rearranjando a equaç~o de Michaelis~Menten de modo a obter Vmáx em

funç~o de Km, chega-se ~ seguinte equaç~o:

Vmáx v Kmv +
S

Ent~o, se tratarmos Vmáx e Km como sendo variáveis e v e S como constan-
tes, esta equaç~o define uma linha recta, com derivada viS, ordenada na
origem v e abcissa na origem -S. Cornish-Bowden (1979) refere que isto
nao é t~o estranho como pode parecer ~ primeira vista - com efeito, uma
vez S e v medidos experimentalmente, eles passam a ser constantes já que
qualquer análise dos resultados os mantém inalterados; em relaç~o a Vmáx
e Km, eles podem ser tratados como variáveis enquanto n~o forem estimados
os. seus valores.

Exemplifiquemos o método para um primeiro caso de n=2 observaç6es.
Uma vez construidos os eixos coordenados eVmáx em f'uriçào de Km) e obtidas
as duas observaç6es experimentais, ficamos com 2 pares de valores (Si,vil:
com i=1,2. Para o primeiro par de valores (SI, VI) marcam-se :os pontos
Km=-Sl no eixo dos Km e Vmáx=vl no eixo dos Vmáx; em seguida, traça-seuma
recta que passa por estes dois pontos, a qual é prolongada para o 19 qua-
drante. Para este par de valores (SI, VI) há portanto uma infinidade de
pares de valores Vmáx e Km que satisfazem a equaç~o:
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Vmáx

É conveniente notar que esta recta nao e um gráfico,no mesmo sentido dos
que se obt~m pelo 3 m~todos anteriores; no "direct linear plot" cada recta
corresponde a um so ponto experimental.

Traçando do mesmo modo a recta que corresponde a uma segunda obse..::.
vaçao (com diferentes valores de S e v, isto é, com S2 #SI e V2 =I vi), ve-
rifica-se igualmente que há uma infinidade de valores de Vmáx e Km que sa-
tisfazem a nova equação:

Vmáx

Para o caso em que S2 -1= SI e V2 -1= \11, estas duas rectas nao definem
05 mesmos pares de valores de Km e Vmáx, excepto no ponto de intersecção -
- este ponto define o único par de valores Km e Vmáx que satisfaz ambas as
observaç6es (exceptuam-se os casos em que vI/Si = V2/S2. isto é, casos em
qua as duas rectas são paralelas. por nao haver ponto de intersecção entre
elas) .

~ fácil demonstrar que as coordenadas do ponto de intersecção sao
dadas por:

V2 - VI
Kml,2 VI V2

::
-

SI S2

Vmáx 1 2.

isto é. o ponto de intersecção tem as coordenadas

(Krn , 2

Quando isto ~ feito para um numero qualquer de observaç6es. as n
rectas intersectam-se num único ponto comum. cujas coordenadas (Km. Vmáx).
fornecem directamente os valores de Km e Vmáx que satisfazem a equaçao de
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Michaelis-Menten. Isto está ilustrado na figura 6.5.

Fig. 6.5 - 1/ Direct linear plot "~ Cada linha representa
uma observação, e é traçada a partir da abci~
sa na origem, Km = -Si e da ordenada na ori-
gem Vmáx = vi' As coordenadas do ponto de in-
tersecção dão os valores de Km e Vmáx que sa-
tisfazem às observações (Cornish-Bowden,1979).

t: muito simples demonstrar que a equação de Michaelis-Menten é ob~
decida CDixon e Webb, 1979). Consideremos a equação de Michaelis - Menten
na forma viS = Vmáx/CKm + S). Pela figura 6.5 pode ver-se que os triâng~
los formados entre os pontos S. e o eixo dos Vmáx são semelhantes aos tri

l

ângulos formados entre os pontos S. e a linha tracejada cuja abcissa e
l~ ,Km. Para os primeiros, a razao eItura/base e dada por viS e para m" segu.!::

dos é Vmáx/CKm + S), o que está de acordo com a equação de Michaelis-Menten.
Contudo, na prática, como as observações estão sujeitas a erro, não

há um único ponto, comum à intersecção de todas as rectas,- o gráfico que
normalmente se obtém está representado na figura 6.6. Neste caso, cada in
tersecção fornece uma estimativa inicial de Km e de Vmáx. Estas estimati
vas sãb:marcadas em ambos os eixos coordenados. As melhores estimativas
a tomar para Km e Vmáx serão, como adiante será discutido, as medianas das
respectivas estimativas iniciais.

Generalizando os cálculos anteriores para n observações (S., v.)
l l

1, 2, ... , n, são obtidas n rectas que se intersectam em ','1/2.n.com i
.[n-1) ~ontos, excepto para o caso raro em que algumas rectas sejam para-
Lele s , Então, o método "direct linear plot" é usado para encontrar as in-



.46.

Fig. 6.6 - li Direct linear plot li. As linhas são traçadas
como indicado na figura 6.5 e cada intersecção
( círculos) fornece uma estimativa Ki,j do Km
e ~a estim:tiva Vmáx i,j de Vmáx. Estas esti-
mat1vas estao marcadas nos eixos coordenados .
A melhor estimativa de Km ( Km·) obtem-se to-
mando a mediana doe Kmi,j e a de Vmáx ( Vmáx')
obtem-se tomando a mediana dos Vmáx i j (Cor-
nish-Bowden, 1919 ). '

tersecçoes das n rectas; isto corresponde a resolver os 1/2.n.Cn-1) siste-
mas de equações:

Vmáx v. + v. IS .• Km
l l l

Vmáx v. + v ./S .• Km
J J J

com 1 < i < j < n

As soluções correspondem as 1/2.n.Cn-1) estimativas iniciais de Km e Vmáx:

Km ..l,J

v.
J

- v
i

V.
l

S.
l

v.....J..
s.

J

vmáx ..l,J

S.
l

- S
j

S.
l

V.
l

s.....J..
v.

J
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Cornish-Bowden e Ersenthal (1974) concluiram que as melhores estimativas
dos parâmetros Km e Vmáx s~o dadas por:

Km)l:=mediana dos valores de Km. .
1,J

- ~ -Vmax == mediana dos valores de Vmax. .
1,J

Este método foi Lrrt f t ul edoc de "direct linear plot" -porque Fepresen-
ta cada observação por uinarecta e porque fornecedir:ectamente ºi::ivaloresqe-
Vmáx e Km, isto é, a representação gráfica é linear e a sua leitura direc
ta.

Como adiante discutido, uma das vantagens deste método e a simpl~
cidade e a rapidez, podendo ser obtidas as estimativas Km)l:e Vmáx~ direc-
tamente do gráfico. Contudo, como o nómeró~de intersecções obtidas a pa..!:.
tir de n observações (S., v.) é dado por 1/2.n.(n-1), é fácil de ver que

1 1

o método gráfico se complica muitissimo quando o numero de observações vai
aumentando; com efeito, para 10 observações, é necessário traçar 10~rec-
tas e determinar as coordenadas dos seus 45 pontos de intersecção [para16
observações serão 120). Isto torna limitativa a utilização do método po~
que além de o tornar muito trabalhoso, é praticamente impossivel, para as
dimensões normais do papel correntemente utilizado, a determinação gráfi-
ca das coordenadas de centenas de pontos de intersecção. Além disso, o
ponto de intersecção de duas rectas define-se mais facilmente se elas se
intersectarem com ângulos próximos de 900

, criando-se situações ambiguas.
quando os ângulos de intersecção são muito agudos. Com um número grande
de rectas, por mais bem espaçados que estejam os valores de S. e v., as

1 1

rectas intersectar-se-ão com ângulos muito agudos, o que torna pouco pre-
cisa a estimativa dos parâmetros.

Todos estes inconvenientes foram por nos ultrapassados, para o que
foi contruido um programa em BASIC, o qual calcula directamente os valo-
res de Km)l:e Vmáx~ pelo método "direct linear plot", restringindo o traba
lho de todo o cálculo a introdução dos n pares de valores (S., v.) no ter

1 1

minal. Este programa está apresentado na página 53.
No caso real em que as observações estão sujeitas a erro,pode pe~

guntar-se se todas as intersecções devem ter o mesmo peso, uma vez que e-
las podem não ser igualmente precisas. E~senthal e Cornish-Bowden (1974)
referem que se obtêm excelentes resultados na prática sem a utilização de
pesos apropriados porque o análogo não-paramétrico da média aritmética,is
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to é, a mediana nao e muito afectada pela introdução de pesos apropriados
(ao contr~rio do que sucede com a média), j~ que uma mediana "não pesada"
é normalmente uma boa aproximação de uma mediana correctamente "pesada"
(Bowley, 1928). Mas h~ ainda outras raz6es pelas quais se utiliza a me-
diana em vez da média ou doutra medida de localização: as estimativas ini
ciais Km .. e Vrnéx .. são, por necessidade de construção do método, desde

l,J l,J
logo colocadas por ordem crescente (ver figura 6.6), de tal modo que -não
é necess~rio qualquer c~lculo para a determinação da mediana; além disso,
a mediana é insensivel a valores extremos (iste é, observações aberrante~,
os quais ocorrem inevitavelmente no "direct linear plot" j~ que algumas
rectas sao quase paralelas.

Markus et al . (1976) fazem uma slntese das vantagens e inconveni-
entes do "direct linear plot":
Vantagens: a intersecção das rectas d~ directamente o valor dos parame-
tros Km e Vm~x, os quais sao lidos directamente no gr~fico, sem necessida
de de c~lculo; é muito simples de construir, porque consiste apenas de I.:!.
nhas rectas e não necessita de ce lcu los ou tabelas matem~ticas; não são ne
cess~rias transformaç6es; fornece indicações claras e precisas acerca da
qualidade das observaç6es, identificando observaç6es aberrantes; fornece
indicação visual da precisão das constantes estimadas; muito insenslvel a
valores aberrantes; requere poucos pressupostos acerca da natureza do er-
ro experimental - não necessitando dos v~rios pressupostos estatisticosim
plicitos no método dos minimos quadrados nem da utilização de pesos apro-
priados; estatisticamente, é mais preciso que os 3 métodos anteriormente
referidos (Atkins e Nimmo, 1975); pode ser usado durante a execução de uma
experiência, dando indicações do sucesso da experiência e, eventualmente,
da necessidade de alterar a experiência; pode ser usado, de um modo sim-
ples. e r~pido, para simular resultados; permite um f~cil diagnóstico do t.:!.
po_de inibição (Eisenthal e Cornish-Bowden, 1974).
Desvantagens: permite apenas a representação de um numero reduzido de ob-
ser-vaçóos em cada gr~fico, inconveniente este que pode ser ultrapassado p~
la utilização de um computador. Em determinadas condições (ver adiante) é
menos preciso que o ajustamento directo da hipérbole rectangular aos pon-
tos experimentais, pelo método dos minimos quadrados; não é adequado para
a utilização de repetiç6es (v~rias mediç6es de v para um dado valor de S),
o que é frequente acontecer na pr~tica (Porter e Trage~, 1977); os efei-
tos de desvios sistem~ticos nao estão bem estudados; não fornece informa-
çao analitica simples acerca da precisão das estimativas dos par~metros
Km e Vm~x.
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5 - Ajustamento directo de uma hipérbole rectangular aos pontos experimen-
tais, pelo método dos mínimos quadrados

A equação de Michaelis-Menten tal como usualmente escrita está im-
completa, já que ignora o efeito do erro experimental. Por isso, e
correcto escrevê-la sob a forma:

mais

Vmáx . S.
l

(1 + e.)
l

v.
l Km + S.

l

com i = 1, 2, ..., n, em que e. mede o desvio relativo do valor abservado
l

v. do valor calculado Vmáx.S./CKm+S.). O erro (1+e.) aparece na equação
l l l l

como um factor e não cbmo um erro aditivo, pois tal parece corresponder a
uma situação mais exacta CCornish-Bowden, 1979).

Quando a equaçao de Michaelis-Menten é expressa sob esta forma, e
fácil concluir porque e que as transformações lineares atrás referidasori
ginam resultados pouco precisos.

Pondo a expressão de cima em função de e. virá:
l

Km . v.
l

+~- Vmâx
v.
l - 1e.

l Vmáx S.
l

Interessa-nos pois obter a equaçao da hipérbole rectangular que faça e. o
l

mínimo possível - basta para isso aplicar o método dos mínimos quadrados.
Comece-se por calcular a soma dos quadrados dos desvios (SSE):

SSE
n
l:

i=1

2e.
l

n
l:

i=1

Km . v.
l +Vmâx. S.
l

v.
l

Vmáx

Note-se que aqui seria mais correcto fazer

SSE
n
l:

i= 1

2w. e.
l l

sendo w. um peso apropriado a atribuir a cada observação. Contudo, o que
l

se faz normalmente é assumir que w.= 1 para todas as observações, pressu
l -

posto este que implica que os erros em todas as velocidades iniciais medi
das têm a mesma vari~ncia - o que não acontece na prática.

Para simplificar a expressão anterior, faça-se a seguinte substi-
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tuição CCornish-Bowden, 1979): a = Km/Vmáx e b
dá SSE ficará:

1/Vmáx; a expre5sao que

SSE
n
L

i=1

a v.
l

S.
l

+ b v. - 1)2
l

:I:Calculem-se os valores de a a e b~ = b que minimizam SSE, isto e, re-
solva-se o seguinte sistema de equaçoes:

()SSE
dÇJ

[ 2

~

1J]n v. a v.
L l l b:l: O+ v. -

i=1 S. S. l
l l

n
[ 2

a(!;v . 1) ]. ,
L

·.'l
+ b~ Ov. v. -

i=1 l - S. l
l

()SSE
() a

Por substituição, obtêm-se valores de ~ b~ satisfazem este sis-os a e que
tema de duas equaçoes:

v. n 2n n v. n
L l L: v~ L: l L:-;- v.

i=1 S. i=1 l i=1 S. i=1 l:I: l la v~ v~n n n
L: l L: v~ ( L: l ) 2

~
-

i=1 i=1 l i=1 S.
l l

n v~ n n v~ n v.
L l L: L: l L l---v- v. -

i=1 i=1 l i=1 S. i=1 S.
b~ l l l

n v? n n ';/2

L :t L v2 ( L l ) 2
~

-

i=1 i=1 l L=1 : S.
l l

. :I: :1:. ~ ~Voltélndo é:l_subst'i:ctuir.os vJüorr;,s.dB a 8 b (sabendo. que a Km /Vmax e
.

b~ 1/Vmáx ~ sendo Km :I: e 'Vmáx~ 'í7alOre5de Km Vmáx respBctivame-'2que , os B
te que minimizam SSE), obtêm-se finalmente as expressões que nos dão osv~
lares de Km e Vmáx por este método, a partir das n observações (S. , v. } :

l l

n v. n n v~ n
L l

\J~ L l L. L v.
i=1 S. i=1 l i=1 S. 1=1 l

Km ~ l l

n v~ n n v? n v.
L l L L: l L l

~
. v. -- .

i=1 i=1 . l i=1 S . i=1 S.
l l l
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n v2 n n v~
L: 1 L: v~ ( E 1 ) 2

i=1 ~ i=1 1 i=1 S.
Vmáx )I( 1 1

n v~ n n V? n v.
L: 1 L: L: 1 L: 1

~ V. S. S.i=1 i=1 1 i=1 i=11 1 1

Sabendó-se da estatística clássica que: variação total = variação
explicada pela regressão *' variação não explicada pela regressão, e possi
vel definir um coeficiente de determinação não linear (r2), tal que

'00 2 ()I() - -- -:s r < 1 ,que nos de a percentagem da variaçao total que e expli-
cada pela regressão, isto e, que nos d~ um modo de medir a precisão com
que a hiperbole se ajusta aos pontos experimentais.

Para tal, parta-se da seguinte relação muito conhecida:

(v. - \/)
1

(v. - v ) + C v - \/)
1 e e

sendo v. os valores observados experimentalmente da velocidade ini-
1

cial
v os correspondentes valores estimados, isto e, os valores de

e
v que satisfazem a equaçao da hip~rbole de regressao, para
os mesmos S.

1

v a média aritmética de todos os v.
1

Elevando ao quadrado e passando a somatório ambos. os membros da equação a~
terior obt~m-se:

n
L:

i=1

n
E

i=1
(v. - V )2 +

1 e

n
L:

i=1
(v

e

n
- \/) 2 + 2 L:

i=1
(v. - v )

1 e Lve
- v)

No caso de regressao simples aplicada a uma hip~rbole, a última parcelado
29 membro desta equação não é nula (como acontece na regressão linear,por
exemplo),de modo que o coeficiente de determinação (r2) por nós definido é
dado por:

[)I() Notar que um valor negativo de r2 aparece apenas quando a curva ajus-
tada explicar menos o comportamento dos pontos do que a recta v = v,
isto ~, quando: E (v. - V )2 > E (v. _ \/)2

i=1 1 e i=1 1
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1 - variação não 8xplicada pela regressao
variação total

n
L: (v. - v ) 2

i"1 l e
r2 1 - n

L: (v. - v) 2

i"1 l

Todos estes c~lculos estatísticos sao relativamente trabalhosos e
tanto mais quanto maior o valor de n. Foi por isso construido um progra-
ma em BASIC (ver p~gina 54) o qual, uma vez introduzidos os n pares de v~
lares (S., v.), calcula directamente os valores de Km, Vm~x e r2 relati-

l l

vos a hipérbole rectangular ajustada, pelo método dos minimos quadrados,
aos pontos experimentais fornecidos.

Markus et alo (1976) sintetizam as principais vantagens e inconve
nientes deste método:
Vantagens: é simples; separa as vari~veis v e S; menor restrição na esco-
lha das vari~veis controladas do que em métodos lineares - nestes h~ ten-
dência para restringir os dados para regiões onde se verifica a relação
linear; em geral, as estimativas dos par~metros são mais precisas que nos
métodos lineares; não são necess~rias transformações de vari~veis e, con-
sequentemente, transformações das suas vari~ncias.
Desvantagens: gr~fico não linear; dificuldade no traçado preciso das as-
simptotas; dificuldade em detectar desvios do modelo; para maior rigor e
rapidez requere utilização de computador; efeitos não tomados em conta no
modelo e que originam maus ajustamentos não são tão facilmente detect~
veis como nos métodos lineares (por exemplo, os diferentes tipos de inib~
ção podem ser mais facilmente reconhecidos com os métodos lineares).

Comparando estes 2 Gltimos métodos (dos 5 aqui apresentados sao,
sem dGvida, os que conduzem a estimativas mais precisas dos parãmetros Km
e Vm~x) pode dizer-se que o ajustamento directo ~ hipérbole rectangular é
o método geral mais conviniente mas não é necessariamente o melhor em to-
dos os casos.

Para demonstrar que o ajustamento directo ~ equaçao de Michaelis-
-Menten é o melhor método, é preciso assumir que (Cornish-Bowden e Eisen-
thal, 1974): os erros em v. têm distribuição normal; os valores da vari~-

l



10 REM **************************************************
20 REM * *
30 REM * ESTE PROGRAMA CALCULA O VALOR DE VMAX E DE *
40 REM * •50 REM. KM. DADOS V E S. PELO METODO DE EISENTHAL E *
bO REM * *
70 REM * CORN1SH-BOWDEN. *
80 REM. *
90 REM * R!CARDO FERREIRA 83/03/27 *
100 REM * *
110 REM *.*.*.* ••**••••• *••••••• *••••*.*••****.* ••••• *.*••
120 REM
130 REM
140 REM
200 REM ENTRADA DE DADOS
:'10REM
2~0 INPUT "QUANTOS PARES DE VALORES I 5 • V
225 LET N=I/2*A*IA-l)
230 DIM SIM .1)IA).MIA.A) .KIA.A) .BIN) .DIN)
240 FOR 1=1 TO A
250 !NPUT "INPUT UM PAR DE VALORES I S • V) ";SII).VI!)
260 NEXT I
270 REM
2BO REM CALCULO DAS ORDENADAS 1M) E ABC!SSAS IK) DOS PONTOS DE
290 REM INTERSECCAO DAS RECTAS.
300 REM
310 FOR 1=1 TO A
320 FOR J=I+l TO A
330 LET MII.J)=ISII)-SIJ))/IISII)/VII))-ISIJ)/VIJ)))
34{) LET K<I.J)=IVIJ)-I.J(l))/«VI!)/SIl))-IVIJ)/S(J)))
35-0 LPRINT IIt.JMAX (lI;r;U,";J;U)= U;M(I,J),
360 LPRINT "KM ('I;r;",II:J;U)= U;K(I,J)
370 NEXT J
380 NEXT I
380 REM
400 REM PASSAGEM DOS VALORES DO ARRAY M(I.J) PARA O ARRAY BIC)
410 REM E DO ARRAY KII.J) PARA O DIC)
420 REM
430 LET C=O
440 FOR 1=1 TO A
450 FOR J=!+1 TO A
460 LET C=C+l
470 LET BIC)=MII.J)
480 LET DIC)=KII,J)
490 NEXT J
500 NEXT I
510 REM
520 REM COLOCACAO DOS VALORES DE M(I,J) OU BIC) POR ORDEM CRESCENTE
540 REM
550 LET L=N-l
560 LET /.1=0
570 FOR C=1 TO L
580 IF e r c: > B(C+l) THEN 600
580 GOTO 640
600 LET T=BIC)
610 LET B(C)=B(C+l)
620 LET 8CC+l)=T
630 LET W=1
640 NEXT C
650 IF W <> O THEN 560
660 REM
670 REM CALCULO DA MEDIANA DOS VALORES DE MII,J) OU BIC)
GEjO •. REIlI" .... "
680 LET Z=INT CN/Z)
700 IF N=2*Z THEN 720
710 GOTO 750
720 REM ENTAO. N E PAR
730 LET M=IBCZ)+BIZ+l))/2
740 GOTO 770
750 REM ENTAO. N E IMPAR
760 LET M=BIZ+l)
770 LPRINT"A MEDIANA DOS VALORES DE M(I.J) E VMAX= u;M
780 REM
780 REM COLOCACAO DOS VALORES DE KII.J) OU DIC) POR ORDEM CRESCENTE
800 REM
810 LET
820 LET
830 FOR
840
850
860
1370
880
890
900
810
920
830
940
850
860
870
~180
990
1000
1010
1020
1030
1040
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u ;A

L~N-l
~-I=O
C = 1 TO L
IF DIC) ) DIC+l) THEN 860
GOTO 800
LET T=DIC)
LET DIC)=D(C+1l
LET DIC+1)=T
LET W=l

NE}(TC
IF W <> O THEN 820

r~EM
REM CALCULO DA MEDIANA DOS VALORES DE KII.Jl OU DIC)
REM

LET Z=!NTCN/2)
IF N=2*Z THEN 980
GOTO 1010

REM ENTAO N E PAR
LET M=IDIZ)+DCZ+l))/2

GOTO 1030
REM ENTAO N E IMPAR

LET M=DIZ+1)
LPRINT "A MEDIANA DOS VALORES DE KII.J) E KM= ";M
END
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!0 REM *******************************************************************
20 REM * *
30 REM * ESTE PROGRAMA ESTIMA OS VALORES DE VMAX E KM. DADOS OS *
40 F?EM * *
50 REM * VALORES DE V E S. PELA APLICACAO DO METODO DOS MINIMOS *
60 REM * *
70 REM * GUADRADOS A EGUACAO DE MICHAELIS-MENTEN . *
80 REM * *
90 REM * RICARDO FERREIRA 83/03/23 *
100 REM * *
110 REM *******************************************************************
lZ0 f<EM
130 REM
140 f<Ei1
150 INPUT " GUANTOS PARES DE VALORES (S • V I ";A
160 DI M 8 (A I .C (A I•D (A I•E (A I•F (A I •G (A I•H (A I•S IA I•V IA I •J (A I•LI AI. M (A I
170 FOR 1=1 TO A
180 INPUT "INPUT UM PAR DE VALORES I S • V I ";SIII.VI!I
190 LET 8III=VIII+8II-l1
200 LET CIII=VIII"Z
210 LET DIII=CIII+DII-11
2Z0 LET EIII=SIII"Z
230 LEi FIII=CIII/EIJ)+FI!-l)
240 LET GI!I=C(I)/SIII+GI!-11
250 LET HIII='.'I!I/SIII+HII-11
260 NEXT 1
270 LET VMAX=IFIAI*DIAI-GIAI"ZI/IFIAI*BIAI-GIAI*HIAII
280 LET KM=IDIAI*HIAI-GIAI*BIAII/IFIAI*BIAI-GIAI*HIAII
290 PRINT "VMAX = ";VMAX."KM = ";KM
300 LEI' X=BIAI/A
310 FOR 1=1 TO A
320 LEr JIII=VMAX*SIII/IKM+SIIII
:330 LET LIII=(~'III-JIIII"Z+LlI-11
340 LET M(II=IV(II-XI"2+Mll-l1
350 NEXT !
360 LET R2=1-LIAI/M(AI
370 PRINT "COEFICIENTE DE DETERMINACAO. RZ= ";RZ
380 END
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vel independente S. sao conhecidos com precisão, isto e, S. nao está su-
l 1

jeito a erro experimental; os pesos apropriados são conhecidos; os erros
em v. não estão correlacionados, isto é, o valor do erro num v. em nadain

1 1

flui no valor do erro em qualquer outro v.; pode desprezar-se o erro 5i5-
1

temático, isto é, a curva normal de distribuição para cada erro tem o va-
lor médio de zero.

Na prática, nao é provável que se cumpram todos estes pressupos-
tos. Alguns deles podem aproximar-se do pretendido, mas na maior parte
das experiênCias há muito pouca informação disponível acerca de qualquer
dos pressupostos. Existem testes de normalidade, mas estes necessitam de
muito mais observações do que as que sao normalmente feitas em experiênc~
as de cinética enzimática. Também, como já atrás referido, raramente há
informação suficiente que permita o cálculo de pesos apropriados.

O principal desvio da normalidade que parece ocorrer na prática em
cinética enzimática é a grande ocorrência de observações aberrantes, isto
é, observações com um erro muito maior do que o esperado a partir da dis-
tribuição da maioria dos erros. Este problema é importante porque o méto
do dos mínimos quadrados é muito sensível às observações aberrantes e pr~
duz frequentemente situações em que é a pior observação a que mais contr~
bui para a estimativa dos par~metros [Cornish~B8wden e Eisenthal, 19741.

Como os métodos estatísticos clássicos [ou paramétricos) assentam
largamente em pressupostos acerca da distribuição dos erros e como muitos
investigadores preferem que as suas"conclusões dependam o menos posslvel
de pressupostos que não sabem se são cumpridos, tem-se tentado a utiliza-
ção de métodos não-paramétricos, os quais dispensam todos os pressupostos
atrás enumerados, excepto o Gltimo: em qualquer observação, o erro pode
ser positivo ou negativo com igual probabilidade. Neste contexto, o "di-
rect linear plot» é, de longe, menos dependente em pressupostos do que o
método dos mínimos quadrados. Além disso, uma das caracter{sticasmais im
portantes dos métodos estatIsticos não-paramétricos é a sua insensibilida
de a observações aberrantes. No entanto, o »direct linear plot" é infe-
rior ao método dos mínimos quadrados em condições ideais [pressup05toscU~
pridos e ausência de observações aberrantes); mas quando tais condições
não se observam,pode ser muito superior.

Para finalizar, refira-se sumariamente o método de Oixon (Dixon,
1972). Trata-se de um método gráfico, aplicado após o traçado da hipérb~
le rectangular. Com a facilidade de utilização de computadores ou mesmo
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de algumas calculadoras port~teis. nao nos parece sensato traçar a hip~r-
bole rectangular e depois aplicar-lhe um m~todo gr~fico. j~ que o trata-
mento analitico da hipérbole dar~. com certeza. estimativas muito
precisas dos seus parâmetros.

mais

6.2 - Resultados obtidos

Determin~mos os valores das constantes de Michaelis para cada um
dos substratos da glutamato sintase de radiculas de Zea mays L .. Em'to-
dos os casos. a cin~tica de Michaelis-Menten foi obedecida.

Knr-aparente para a L-glutamina
Nas figuras 6.7 e 6.8 est~o representados os gr~ficos e no quadro

6.1 est~o indicados os m~todos usados.assim como os resultados obtidos re
lativos à determinaç~o do Km aparente da glutamato sintase para a L-glut~
mina.

Tal como referido no sub-capitulo 6.1. um dos grandes inconvenie~
tes do método de Lineweaver-Burk ~ o seguinte: ao tomar-se 1/v (vari~vel
dependentel. os erros associados aos menores valores de v ficam muito am-
plificados; isto ~:ainda muitissimo aumentado se atendermos a que e aosme
nores valores de v que est~ normalmente associado um erro maior. Na de-
terminaç~o do Km aparehte para a L-glutamina pelo m~todo de Lineweaver-
-Burk us~mos 16 pares de valores (S .• v.l; tal como indicado no quadr06.1.

l l

a recta de regress~o a que chag~mos foi:

1Iv 0.00946 + 0.00727 . 1/S. com r2 0.98586.

a qual forneceu um valor de Km = 0.769 mM. Contudo. fazendo a regressao
com apenas 15 pares de valores (S .• v.l de modo a excluir o ,ponto que co~

l l

responde ao menor valor de v Caquele em que. à partida. ~ de esperar maior
errol. isto é. o ponto CS = 0.1 mM. v = 11.72 ~E340.min-l.mg P-l.103l che
gamos a uma conclus~o muito diferente. a qual confirma plenamente o acima
referido;

equaçao da regressao: 1/v = 0.01046 + 0.00632 . 1/S

com r2 = 0.96626

Km aparente para a L-glutamina: 0.605'mM
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Qaudro 6.1 - Valores do Km aparente da glutamato sintase para a L-glutamina

Valor do Km
Método de cálculo Número de aparenteEquação de regressão

observações (mM)

Lineweaver - Burk 16 1/v = 0,00946 + 0,00727 . 1/S 0,769

Lineweaver - Burk 15 (ver texto) 1/v = 0,01046 + 0,00632 . 1/S 0,605

Hanes 16 S/v = 0,00705 + 0,01014 . S 0,695

Eadie - Ho fstee 16 v, = 95,80204 - 0,61443 . viS 0,614

"Direct linear plot" 16 0,610

Ajustamento da hipérbole 16 v = 97,2248 . S/(O,6313 + S) 0,631

Coeficiente de
determinação

(r2)

0,986

0,966

0,998

0,930

0,980

tn
(D
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Aliás, basta olhar para o gráfico B da figura 6.7 para constatar que, su-
primindo o ponto que corresponde ao menor valor de v (portanto, maior va-
lor de 1/v), se obtém uma recta com uma derivada menor, a qual conduz tam
bém a um menor valor do Km aparente para a L-glutamina.

Pode assim ver-se a enorme importância que um único ponto pode ter
(e, mais grave ainda, o ponto que tem a ele associado uma maior erro) em
relaç~o ~ posiç~o da recta de regressao e, consequentemente, ao valor do
Km.

Uma vista geral pelas figuras 6.7 e 6.8 permite-nos ainda verifi-
car (o que está de acordo com o referido no eub-icep Itulo 6.1) que dos 3 mé
todos lineares ali representados, o que conduz à estimativa mais precisa
do valor do Km (quando comparado com os métodos mais precisos) é o de Ea-
die-Hofstee, sendo também aquele que origina um pior ajustamento da rec-
ta - esta situação é tão evidente que nem é necessário comparar os valo-
res do r2, bastando apehaS ulhar para os gráficos.

Em conclus~o, pode tomar-se com muita segurança o valor de 0,61 -
- 0,63 mM para o Km aparente da glutamato sintase de r-adf cu Las de Zea mays

L. em relação ~ L-glutamina.

Km aparente para o 2-oxoglutarato
Nas figuras 6.9 e 6.10 estão representadOs os gráficos e no qua-

dro 6.2 est~o indicados os métodos usados,assim como os resultados obti-
dos relativos a de ter-mí neçéo do Km aparente da glutamato sintase para o 2-
-oxoglutarato.

As considerações feitas anteriormente em relaç~o ~ L-glutamina a-
cerca da precisão dos diferentes métodos podem ser extrapaladas para o ca
so do 2-oxoglutarato, como se pode ver pelas figuras 6.9 e 6.10.

Pode concluir-se que o valor do Km aparente da glutamato sintase
de r-adf cu las de Zea mays L. em relação ao 2-oxoglutarato é de 0,13 mM.

A glutamato sintase apr8sent~pois,maior afinidade para o 2-oxogl~
tarato do que para a L-glutamina, como pode ser constatado pelos respecti
vos Km (basta mesmo observaras hipérboles rectangulares, figuras 6.7 e
6.9) .

Km aparente para o NADH
Nas figuras 6.11 e 6.12 est~o representados os gráficos e no qua-

dro 6.3 estão indicados os métodos usados,assim como os resultados obti-
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Quadro 6.2 - Valores do Km aparente da glutamato sintase para o 2-oxoglutarato

\Yalor do Km Coeficiente de
Método de cálculo Número, .de Equação de regressão aparente determinação

observações (mM) (r2)
--

Lineweaver - Burk 12 1/v = 0,00832 + 0,00140 • 1/S 0,168 0,988

Hanes 12 S/v = 0,00092 + 0,01019 . S 0,090 0,9997

Eadie - Hofstee 12 v = 104,02253 - 0,12261 • viS 0,123 0,861

'Oirect linear plot " 12 0,131

Ajustamento da hipérbole 12 v = 107,592 . S/(0,13043 + S) 0,130 0,947

01
W
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dos relativamente a determinaç~o do Km aparente da glutamato sintase para
o NADH.

Ao compararmos estes resultados (quadro 6.3) com os obtidos para
a L-glutamina e o 2-oxoglutarato (quadros 6.1 e 6.21, pode desde logo con~
tatar-se que, excepto para o método de HaDes, os coeficientes de determi-
naç~o obtidos para o NADH s~o muito inferiores - e s~o t~o baixos a ponto
de n~o se poder depositar confiança nos valores de Km obtidos pelos méto-
dos de Lineweaver-Burk, Eadie-Ho,fstee e ajustamento da hipérbole pelo mé-
todo dos minimos quadrados. A exp Lícaçào para esta falta de ccr-r-e laçâo p~
der~ ser devida ao facto de, ao representarmos a velocidade inicial de re
acç~o da glutamato sintase de radiculas de Zea mays L. em funç~o da con-
centraç~o de NADH, a curva que se obtém nao e uma hipérbole quadrática Cf~
gura 6.11A), j~ que a velocidade inicial decresce para grandes concentra-
çoes de NADH (ver capitulo 7).

Em conclus~o, e baseando-nos apenas nos métodos de Hanes e"direct
linear plot"pelas raz5es atr~s apresentadas, podemos concluir que o valor
do Km aparente da glutamato sintase de radiculas de Zea mays L. para o
NADH é de 4,6 - 4,7 ~M.

6.3 - Discuss~o

No quadro 6.4 est~ representada uma revis~o dos resultados publi-
cados relativamente aos valores das constantes de Michaelis de glutamato
sintase de v~rias origens, assim como os métodos usados na sua determina-
çao.

Em relaç~o aos valores por nos obtidos, eles parec~m enquadrar-se
bem dentro dos valores apresentados por outros autores para a glutamato
sintase de plantas superiores, embora se observem diferenças not6rias en-
tre tecidos de diferentes espécies e entre diferentes org~os da mesma es-
pécie (quadro 6.4).

Para a totalidade dos casos conhecidos, a glutamato sintase de
plantas superiores apresenta muito maior afinidade para o 2-oxoglutarato
que para a L-glutamina. A r-ezâo não é conhecida, mas Boland e Benny (1977)
sugeriram que esta maior afinidade poder~ estar relacionada com as concen
traç6es dos substratos-in vivo.

Em conclus~o, os valores das constantes de Michaelis da glutamato
sintase de radiculas de Zea mays por n6s obtidas foram:

L- glutamina: 0,61 - 0,63 mM
20xoglutarato: 0,13 mM
NADH: 4,6 - 4, 7 ~M
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Quadro 6.3 - Valores do Km aparente da glutamato sintase para o NADH

Valor do Km Coeficiente de
Método de cálculo Número de Equaç~o de regress~o êlparente determinaç~o

observações (11M) (r2)

Lineweaver - Burk 14 1/v = 0,00575 + 0,06742 . 1/S 11 ,721 0,821

Hanes 14 S/v = 0,03541 + 0,00769 . S 4,1305 0,997

Eadie - Hofstee 14 v = 135,54076 - 5,64399 . viS 5,644 0,457

"Direct linear plot" 14 4,720

Ajustamento da hip~rbole 14 v = 151,055 . 5/(7,5153 + S) 7,515 0,788

m
'-J



Quadro 6.4 - Constantes de Michaelis da glutamato sintase de v~rias origens O"J
CP

Km para a Km para o Km para o

(mrl) (mM)
NAOH
(llM)

Método de cálculo ReferênciaOrigem L~~lutamina 2-oxoglutarato

Piswn sativwn L.
(raizes) 1,O 0,5 7,0 ? Miflin e Lea (1975)

Piswn sativum L.
(cotilédones) 1,43 0,96 13,3 Lineweaver - Burk Beevers e Storey (1976)

Lupinus angustifolius L.
(nódulos) 0,4 0,039 1,3 Lineweaver - Burk Boland e Benny (1977)

Zea mays L.
(endosperma) 1,35 0,57 7,0 Lineweaver - Burk Sodek e Silva (1977)

Vicia faba L.
(folhas) 0,33 0,15 ,. "O:j.rectlineélr plot" Wallsgrove et alo (1977.)

.'

Glycine max (L.) Merr.
( co t í Ledoneel 1,1 0,4 8,3 Lineweaver - Burk Storeye Reporter (1978b)

Glycine max (L.) Merr.
(cultura de células) 0,63 0,064 9,0 Lineweaver - Burk Chiu e Shargool (1979)

Zea mays L.
(folhas) 1 ,1 0,24 - Lineweaver - Burk Matoh et al., (1979a)

Spinacea oleracea L.
(folhas) 0,556 0,089 - Lineweaver - Burk Tamura et alo (1980a)

Oryza sativa L.
(folhas) 0,27-0,57 0,33 - Lineweaver - Burk Suzuki e Gadal (1982)

Zea mays L.
(raizes) 0,61-0,63 0,13 4,6-4,7 Vários - ver suti-oepd tu Lo 6.2 Presente trabalho
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