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INTRODUCCION

Muchas reacciones enzimaticas tienen lugar a través de meca-
nismos Uni-Bi, es decir, la obtencién de dos productos a partir de un
unico sustrato. La ecuacion correspondiente a la reaccion Uni-Bi es

[1]:

Si inicialmente no se encuentran presentes ninguno de los pro-
ductos, el mecanismo correspondiente a los primeros instantes de la
reaccion, esto es, a la fase de transicion, puede esquematizarse por:

K k K K
B+ A L EA = EPQ 3/ EQ = E+Q (II)

ya que K5[EPQ] » K_3[EQ][P] por ser [EQ][P] un infinitésimo de
orden superior a K3[EPQ], pues tanto [EPQ], como [EQ] y [P] son
cantidades muy pequefias durante la fase de transicién de la reac-
cién.

El mecanismo (II) puede ampliarse en el sentido de que la forma-
cién de productos sea al azar, o sea:
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Existen varios estudios cinéticos [2, 3, 4] de la fase de transicion
de reacciones Uni-Bi, pero en todos los casos el mecanismo pro-
puesto es mas sencillo que el mecanismo (III). Algunos de estos
mecanismos son:
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B 4 ety Bl e S el C(IV)

E ¥+ A=—————=FEA (V)
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En los mecanismos (IV) y (V) sélo existen dos intermedios, pero
en el mecanismo (V) estd implicado un reactivo nucledéfilo competiti-
vo, N, en la ruptura del segundo intermedio. En el mecanismo (VI)
los dos productos se liberan al azar, existiendo tres especnes enzima-
ticas intermedias.

El objetivo de este trabajo es hacer el estudio cinético completo
de una reaccién Uni-Bi que evoluciona segin el mecanismo (III).
Este estudio consistird en: a) obtener las ecuaciones que relacionan
la concentracién de los productos con el tiempo desde t=0; b) obte-
ner, a partir de las ecuaciones anteriores, las correspondientes si en
las etapas reversibles se dan las condiciones de equilibrio rapido y c)
proponer métodos de determinacién de las constantes de velocidad.



2. TEORIA

El sistema de ecuaciones diferenciales que describe la evolucion
con el tiempo de las distintas especies enzimaticas que participan en
el mecanismo (III) es:

d(E] ;
—— = —k,[AJIE] + k :
= i ~y(EAY + Kk, [EQ) + k;[EP]
d[EA]
e i o =
= L LAILE) = (k_, + k)LEA] + k__[EPQ)
dIEPQ)
Sl bt SRR ok ’
= =2LEA] Ck 5 * kg * k3)LEPQ]
d[EQ) :
= k4(EPQ] - k,[EQ)
dt * » (1)
d(EP]
= kLLEPQ] = kL LEP]
dt 2
d[P]
= kafEPQ] + k;[EP]
dt
dliQl
2 - kyEPQ) + Kk, lEQ]
dt
Si suponemos que [A]y»>[E]y, siendo [A], y [E] las concentra-

ciones iniciales de A y E respectivamente, se verifica aproximada-
mente, que durante todo el curso de la reaccién es [A] = [A],, con
lo que el sistema de ecuaciones diferenciales (1) es lineal. La solucion
de este sistema suponiendo que las unicas especies presentes al
comienzo de la reaccion son A y E conduce a:

4 At

[x1=ﬂx+aL+Etheh (X =P 6 Q (2)
=1

En la ecuacién anterior ‘\1 » 7\3’ 7\3 b4 ?\4 son las raices de
la ecuacion:

4 3 : -
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cuyos coeficientes F; (i=1, 2, 3, 4) son funciones de las constantes de
velocidad y de [A]U Las expresiones de F; (i=1,2,3,4), ,Bx(X=P
6Q)y xn(X=P6Q;h=1,2,3,4) estan indicadas en el Apendice
A. Las raices A (h=1, 2, 3, 4) son reales negativas o complejas con
la parte real negativa.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La ec. (2) es vilida desde t=0 supuesto el mecanismo (III) De
esta ecuacion se deduce que para valores altos de t (estado estaciona-
rio, t —— ) la acumulacion con el tiempo de los productos es
lineal:

LX) = Gx + al (4)

Obsérvese que «es la velocidad inicial de formacién de los pro-
ductos P y Q en el estado estacionario. Por otra parte, el periodo de
induccion del producto X (X=P 6 Q), 7. es decir, lainterseccion de
larecta de ec. (4) con el eje de abcisas es, segtin se deduce de la ante-
rior ecuacion:

S A (X = P 5 G (S=P/

Sien la ec. (5) se tienen en cuenta las expresiones de Bp y B del
Apéndice A, resulta:

" ke Reeatr ki F
Tp AT *: (6)

P R Fs

_ s TR Sl e F2
ey 507 + <7

WoOEs Ey

Obsérvese que

A (k3/k4) = (ka/k4) ey
TP L &=
k3 + k3

Como se ve la diferencia Tp— T es independiente de [A]. Si

kzk, > kgky es 7o > To |y viceversa. Evidentemen-
1) T 7q si k3k4 = k3k4;.



3.1. Condiciones de equilibrio rapido.

Si se dan las condiciones de equilibrio rapido en las etapas rever-
sibles, esto es, si k; [A]y, k_;, ko y k_, son mucho mayores que las
demas constantes de velocidad y no muy diferentes entre si, el meca-
nismo (IIT) ha de escribirse ahora como:

P
E
e A Q
Kl KE
E + A —» EA 3 EPQ EP
K2 % (VII)
\\\;\\Y\‘EQ k4 >
Q
siendo Ki=k—i/ki (izl, 2)

Las ecuaciones correspondientes al mecanismo (VII) son las del
mecanismo (III) pasando al limite cuando entre las constantes de
velocidad se dan las condiciones antes citadas. Asi, sienlasecs. (Al)
— (A4) del Apéndice A tenemos en cuenta estas condiciones, resul-
ta:

F‘1 = kltA]o #* k-_1 + k_a + ka (@ =D)
Fa = kl(k_e + ka)[A]0 (10
F3 = kl((k4 + k;)(k_a+ ka) + ke(k3 + ké)}[A]O £ k_lk_a
(k4 i k;) ¢41)
F‘4 = k1{k4k;(kha + ka) + ka(k3k; + kék4)}[A]0 +
k4kik_1k_a 12>

En estas condiciones es facil demostrar que dos de las raices,
sean Az y A4 ,delaec. (3)son mucho mayores, en valor absolu-
to, que el valor absoluto de la otras dos, *; y A ,esdecir

A ] << |AJ| G =1.8 7 = 8,8 (13

coincidiendo éstas, aproximadamente, con las raices de la ecuacion
F F

3 5 BT i T
- g (14)
2 2

Evidentemente se verifica:
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By g mn=iRL AR ¢18)

)\13\ =B F (16>

El resultado (13) permite despreciar en la ec. (2) los términos

st Aet ; Solabingony os
x,3 © Y ¥y 4 ® frente a los demas, simplifican-
dose esta ecuacion a:
[X] = 3, + at + At % heh (17>
X i e 7%, 2¥

siendo A, ¥ A, las raices de la ec. (14). Por otra parte, si en las
expresiones de @ fp: Bg ¥p 4» ¥p o* g1 ¥ Yq.2

del Apéndice A se tienen en cuenta las relaciones entre las constan-
tes de velocidad, resultan para <. Bp» By ¥y h

(X=P 6 Q; h=1, 2) las expresiones del Apéndice B.

3.2. Determinacion de las constantes de velocidad

El segundo miembro de la ec. (B1) del Apéndice B que relaciona
<con [A]y y [E]p puede escribirse como a[A]g[E]y/(b[A]y+c),
siendo los coeficientes a, b y ¢ iguales, respectivamente, a ky + k’;,
1+ K, + (k3d/ky) + (k’3k’y) y K Ky. Un ajuste por regresion no
lineal [5, 6] de < vs. [A], conocida [E], permite determinar los valo-
res de a, byc. Las estimaciones iniciales de a, by c pueden obtenerse
como sigue: el valor limite de 1/« cuando [A]y——0, cuyo valor
aproximado puede determinarse experimentalmente, coincide con
c; por otra parte, una representacion de 1/« vs. 1/[A]j es una recta
de pendiente c/a y ordenada b/a. A partir de estas relaciones pueden
obtenerse las estimaciones inicialesde a, by c.

Por otra parte, a partir de las ecs. (15), (16), (10)-(12), resulta:

el i kgtk +Ck  +k 1) (1+K ) K K (K, +k}) 1
1 2 o [
LK, 1+ K, LA,
= kgk gtk ik +k k2 C14K,) k k kiK Ko 1
12
1+ K, 1+ K, LAl

Mediante regresion no lineal es posible ajustar los datos experi-
mentales de [X] (X=P 6 Q) y talaec. (17), lo que permite la deter-
minaciénde *; ¥ A5 ;Sendasrepresentacionesde »; * Az



yde MMz vs. 1/[A]p permiten determinar [k

“‘4 + k:‘)u + Ka)]/(i + Ka). KlKE(k4 + k;)/(i + Ka) Y

kikIK . Ko-Cla *

47412 K22 A partir de todos estos datos, resolviendo
el sistema de seis ecuaciones correspondientes se pueden calcular las

constantes K k

1 Kai 3’ ké. k4 Y k;.

APENDICE A

Expresiones de F; (i= 1, 2, 3, 4)

1 o -2 21, 2 3 4 CAL)
By % R e, ® K B K B Ry % RIDERI, K Uh, Sk, ¥ KD
Gk B 4 REY KLy ® RIER] R RIS B0k + kA +
* kgky CA2)
By * Stk s WL SeRIERT L v e b, KeBnd F p i, RE)
CAly &K S+ REVOR KL T J0E, #3095 '
kgl g + ko) + kglhg + kpdCky + k) (A3)
By = By QR JER L. Ky g+ kLD * Kolkky ¥ K3k IITAY,
B OR o e % KLY & KR KeYy CAd)
Expresiones de o, fpr fg> Tpn ¥ Tah
K,k k ki(ky + k) [AILE]
o 1525454 %3 * *3 0 g
Fa
K k,Ckoky + kak, + kiki)TAILE) F
il RS 0 S B E —
F F
4 4
k koCkik, + kik) + k_k,)(AICE] F
s G e Tl N 0 3
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. by . 25
kikE(k k6 k o*k )+(k3k4+k k4+k3k4)kh+kskh)(A]0[EO]

~ 44 -9 3 3
BBl - = s
Kh Dl(hr - kh)
5 CAB)
r=h
¢k = 1,2,9.4)
= kika{k4k;(k3+ké)+(kék4+kék;+k3k4)?\h*k3kha}tA]o[EIO
Qh o
A (o R B
h rgl r h ¢ AD)
r=h
(h =1,2,3,4)
APENDICE B

Expresiones de o B, (X = P & @ y 7y (X =P S
Q;h=1,2) delaec. (17).

y (k3+ké)IAJOEE]O
3 Cltie ke e w22k P LAY +E 1K dh
=i i e (o i

(k3k4+k3k4+k3k4)[A]0 o

(k4k4(1+K2)+k3k4+k3k4)(A]o+k4k;K1Ka

C(k4*k4)(1+Ka)*k3*k3}[A]O+K1Ka(k4

(k4k4s1+Ka)+k3k4+k3k4}{A30+k4k4K1Ka

(kék4+k3k4*kék;)lA]o[E]o

(k4ka(1+Ka)+k3k4+k3k4)[A]o*k4k4K1KE

{{k4+k;)(1*Ka)+k3+ké)£A]0+K1Ka(k4+k4)

(k4k;(1+Ka)*k3ki*k3k4}[A]o+k4k4K1Ka

o . . Y =
k4k4(k3+k3)+(k3k4+k3k4+k3k4)Kh+k3Ah

[E)

(B2)
+k4>

(B3>

TPl = = = [A]O{EJO
kh(Rr—Kh)((1+ka)[A]O+KlkE)
(B4)
(rah = 1,8: r # h)
k kiCk *k2)I+(KIK #RIETFK Kk _IN +k'Xa
A 44 "3 3 g W R i B o TR 1] o LAl _[E]
rQ.h = = (o] (o]
kh(lr—kh)((l*Ka)[A]O+KlKa}
{BS?

Ghaho=dn s w ot )
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