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RESUMEN

En este trabajo estudiamos la fase de transicion del mecanismo
al azar B-C Uni Uni Bi Bi Ping-Pong y se obtienen las ecuaciones que
relacionan la concentracion de los productos con el tiempo. Asi mis-
mo, se generaliza para obtener las ecuaciones cinéticas de mecanis-
mos que puedan considerarse casos particulares del anterior. Ade-
mas, se propone un método para la determinacion de todas las cons-
tantes de velocidad de los mecanismos.

INTRODUCCION

El estudio cinético de las reacciones enzimaticas trisustrato se ha
llevado a cabo bajo la aproximacion del estado estacionario, la

(*) Autor a quien debe ser dirigida la correspondencia.
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expresion de la ecuacion de velocidad y sus distintas representacio-
nes graficas permiten distinguir entre los posibles mecanismos y
obtener los parametros cinéticos (ky, v v,.,) que caracterizan al
enzima actuando sobre los distintos sustratos''®. Sin embargo el
enfoque en fase de transicion, consigue una informacion mas pro-
funda sobre las distintas etapas del ciclo catalitico que tiene lugar en
la transformacion de los sustratos a productos. Estudios cinéticos en
fase de transicion se han realizado fundamentalmente con reacciones
enzimdticas mono y bisustrato® y recientemente a algunos mecanis-
mos trisustrato. 7

El grupo de mecanismos tipo Ping-Pong en reacciones trisustrato
es muy amplio,”" ® uno de ellos es el Al Azar B-C Uni Uni Bi Bi
Ping-Pong que evoluciona segun el siguiente esquema:

/ \\ \

El objetivo de nuestro trabajo es obtener las ecuaciones cinéticas
de formacion de los productos, vilidas tanto para la fase de transi-
ciéon como para el estado estacionario correspondientes al meca-
nismo (I), y establecer un método para la determinacion de todas las
constantes de velocidad implicadas en €l, a partir de los perfiles con-
centracion-tiempo de los productos, en el caso bastante frecuente de
que en el sistema se den las condiciones de equilibrio rapido en la
unién de los distintos sustratos. *)

ANALISIS CINETICO

Si las inicas especies presentes al comienzo de la reaccion son los
sustratos A, B, y Cy el enzima libre, E, siendo la concentracion de
los sustratos mucho mayor que la del enzima libre, la aplicacion de
métodos matematicos descritos en la literatura®™) ") para la cinética
de la fase de transicion de los de reacciones enzimdticas, se obtiene:

6
EX3= Sx + ot + 2_1 Axhexp(kht) (X = P,Q o R) i)

siendo las ), (h=1, 2,..,6) las raices de la ecuacién:

2 I"A el

1:1 (2)




Los coeficientes F, (1= 1, 2....6) son funciones de a, b, y ¢, y de
las constantes de velocidad, estando indicadas sus expresiones en el
Apéndice.

Las raices *, pueden ser reales o complejas dependiendo de los
valores relativos de los coeficientes F;. pero si son reales, son negati-
vas y si son complejas, tienen negativa la parte real y no son nunca,

por lo tanto, imaginarias puras®- 19, A suvez, « B, By By Ve

Yon ¥ VYgn (B=t,2,..,6) vienen dados por:

- . ’ ’ ’
o = K1K2K5K6[K3k4(K_3+K4bo)+K3K4(K_ +K4c°)]a b c e /F6 (3)

3 0 0 0 O

Bps K K, (K_SK? SR (K_, +Ka+K )+ [ (KoK SR _oKa) (K_, +Ko) +KK! (K7, +

#Kské(K_ +K5)bolksbo+[(KéK“ (k:4+

n +K4K:3)(K:4+k5)+KéK‘ K

3 F ol

+KgIKiK € TKC + (KK, [(Kib +K! ) (KgKo)+ (K. +K K )+ [ (K c

KA KEKAK

+K_3)(K5+K6)+tk_4+K5)k61K3 LYK KK Biboc la eo'FS“'/FG (4)

o (¢}

Hg= 1R Jpky T K (NI, gt b il (oK. 53Ky 000 18,0, 5,80 Pl Ty
(5)
BR: IK1K2R5K5 (K3K4+K'3B.‘1) aobocoeo-l“sal /F‘e (6)
. 2 3 4 5 ) s .
yph-[GO+G!Ah+Gexh+G3Ah+G4An+Gskh)eoTh (h=1;2, .., 6) (7)
siendo:
Gy: Kikaksk‘smf‘q(“if"fbbo"Kékif“-s"kébco”aoboco (8)
E . , . ’ KoK' KR!+
Gy 2K Ky IR _gK? Ko (K ¥RE+KRE)# TIRGRI g4K KL ) (K eKg)wRgK IR,
? 5 y y n B
*k3x4[1-i_q_+!r(5)b°1k6b°+[[K3K_3¢K4K_3) (K2 K ) tKIK K+ (R4
‘ " ’ N K.¢c +
+KSJR3H4co]K6c°+!K3K4[(K4b0+}4_3) (H5+K5)*(K_4+K5)K51*[( 4%0
+K L) (K +K_ )+ (K, +K ) K IKZK/+K K/K_K_]b ¢ la (9) 123
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GE:R1K2[[K:3+KP3)[Kh4+314+K5)K6+K_3[Ki3(K_q+K_4+K5+K6}+K5K6]+

R TRED (R, MRS gk, #K0 4RPR KT (R HI a0 )]s

+Ki[(K_3+K_4+K5)K6+K_3[K_4+K5)]]bo+ixqfkécO(R:4+K5+K6)+(K_3+

+K14+K5)K6+K:3(R:4fK5)]+K%[(K'3+K_4+K_4+R5)K6+K_3(K_4+K_4+

+K5)}ico+fK3K4(K&bO+K:3+K4+KS+R6}+K'K‘[R o

Ik, (Ryc 3+K_4fK5+K6)+

+K4K4€K5+K6)]boco]ao (10)

Gs_Klkalxe(K_3+K_3+K_4+K:4+K5)+K_3(K_4+K:4+K_ +K )+K_3tK_ K+

=] L=

Hg) v [ (2 g o vR g ) s (K gok_ eRg el bkgD ) )D v (K e+

" , , , , ' K74}
+K44+Kﬁ4+k5+K6)K3+K4(K3GO+K_3+K_4+K5+K6)]co+[K4[K +HLHK )+

c I
4 11
fk3kq]b0coia0 (11}
Gq:Kika[K—3+K—3+K~4+K:4+K5+K6+(KS+K4)D0+(K3+K4)Co}ao {12)
5 = 3
Gg KlKEaO (13)

Yan® R Kpls (Kg [Kgkty (K2 g+K D) K5k, (K 34Ky ) )+ [KaKy (Kg+K2 g+
+KiDo) +kikg (Kg+K_3+K, 000 ) Aps (KgKy+K3KA) AE] a bycge,
(=g P o 6 ) (14)

YanklkaK K [K3K4(K:3+Kab0)+KéK'(K_

s 4 R o Rl

3 374

+K3K4)Ah}aohocoeo (h=1,2, .., €) {15)

Enlas ecs (3) - (15) a,, b,. ¢,. v ¢, denotan respectivamente. las
concentraciones iniciales de A, B, Cy E. Por parte. en las ecs. (7).
(I8 ¥y(13) T, (h= 1,2,..,6).

=]
T - = » = 3
Phii/[Ah (ha=h)) (L, 2l 5 80 (16)

r=t
rih



RESULTADOS Y DISCUSION

La ec. (1) relaciona la concentracion de los productos con el
tiempo durante todo el curso de la reaccion y es valida, por lo tanto,
para la fase de transicion y para el estado estacionario. Para este
ultimo estado, los términos exponenciales de la ec. (1) son despre-
ciables, por lo que la mencionada ecuacion puede simplificarse a:

[X), "= B ek (X '= P, Qo R) (17)

que es la ecuacion de una recta cuya pendiente, « es la velocidad
inicial del producto X (X=P, Q o R). Obsérvese que en el estado
estacionario los tres productos se forman con la misma velocidad.

A su vez, de las ecs. (17), (3), (4), (5) v (6) se deduce que los
periodos de induccion (es decir la interseccion de la recta de la ec.
(17) con el eje t) de los productos P, Q y R que nosotros denotare-
mos por Tpr Tq ¥ Tpe son:

T?:[1K3K4[(Rébo+K'3)(K5+K6)+(K:4+K5)K6]+Kéka[[K4CO+K_3)lK5+K6)+

UK *ROIK K KAK K] /KR T [(KGK_ SvK K o) (K2, +K ) #KEK gk +
vKiK, (K2, 4Ro) e T/RD T+ [(KK? +K_ K. (K_, #K) +K K KR!+
+lK-4+K5]K3K4bo)/K5coT*[K—aKiatk-q*Ki'Ks)]/Ksbocol'(Fs/Fs)

(18)

TQ:[[KBKQ(K6+K:3+HADQ)+K5Ké(K6+K—3+cho)]/KET]-(FS/Fﬁ) (19)

T (KK, +KIKL) /T) = (Fo/F() (20)

en las ecs. (18), (19) y (20) T es:

T:K K, (K2 3K D) KK, (K +K, € ) (21)

Podemos considerar distintos casos particulares del mecanismo
(I) a los que pueden aplicarse las ecuaciones anteriormente deduci-
das efectuando en ellas los cambios correspondientes, alguno de
estos casos se producira si:

a) Dos o mas de los sustratos A, By C o de los productos P, Qy
R, son iguales o si se dan ambas situaciones simultaneamente. Por
ejemplo, si C= B y R= Q, basta sustituir en todas las ecuaciones c,
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por b, y tener en cuenta que la concentacion de Q es ahoraiguala [Q]
+ R

b) Hay una o més constantes de primer (k;;i= -1, =3, —4,2,5
.6yk'ii1=—3, —4) o pseudo primer orden (k,a,, k;b,. k',b,, k¢,

1C,). con valores altos y no muy diferentes, lo que expresamos, e¢n

términos matematicos, estableciendo que estas constantes tienden a
infinito y tienen el mismo orden de infinitud.'!)

Un ejemplo de estos mecanismos derivados es:

rige NN s
e o

el cual resulta si en el mecanismo (I) se verifica:

Bl o (i=-1,-3,-4,1,3,4) (2e)
¢ ——=  ® (1:-3,-4,3,4) ' (23)
0 RS
cl/CJ _—/; {m (Ly J==4,=3 ~4,1,3, 1) (24)
L O i B i 5,4 (25)
4o & v J=2=3, =4, 3,
clch —= 0 (1:=2,5,6; J==1,=3, =4, 1, 3, 4) (26)
cl/c3 —» 0 (1:z2,5,6; Jj=-3, -4, 3,4) (27)
donde
Cl=Kl (i=z-1,-3, -4, 2, 6,6} (28)
ci:ki (L==3; -4} (29)
cizklao (30)
c =K b (31)
C4=K‘+Co (32)
cl’i-:K'-’l-bO (33)
cé:kéco (34)
siendo:
Kysk_ /K., K=K /Ko, Kp=K’ Lyl KoK /R, ¥ KizK! /KRS



En el mecanismo 1 se supone que se dan las condiciones de equi-

librio rapido, y por tanto, las constantes ¢; (i = —1, =3, —4. 1,3, 4)
yc' (i=—3,—4,3.4)involucradas en estas etapas tenderan a infini-
to. (1

Las ecuaciones cinéticas para el mecanismo (II) pueden obte-
nerse de las correspondientes al mecanismo (1) teniendo en cuenta
las condiciones (22) - (27), efectuando los cambios correspondientes.
procediendo segiin métodos descritos en la literatura.''”

La determinacion de las constantes de velocidad del mecanismo
(1) se pueden calcular mediante la utilizacion de un método de andli-
sis de datos cinéticos.'” basado Gnicamente en la curva de progreso
del producto R o de los productos P y Q si son experimentalmente
accesibles. Este método seria valido para cualquiera de los mecanis-
mos que, como el mecanismo (II), pueden ser considerados casos
particulares del (1).

Apéndice

Dependencia de los coeficientes F, (0, 1.....6) de la concentracion
inicial de sustratos y de las constantes de velocidad.

0:1 (Al)
Fl=K-i+K3+K_3+K:3+k_4+k:4+K5+K5+k1a°+(K3+Ré}b°+(K%+K4|co (A2)

Faz (K_g+K!g+K_u+R, +RovKg) (K_ +Hp) + (K_g+K! ) (K_, +K7, vKo+Kg) +

rk_akiafxa(K_44K;4+K5)+K1(KE+K_3+K13+K_4+K14+H5+K6]a°+[(KSt

+K4)(K71+kaik_4+K5+K6)+K3(R:3+R:4)+H4k_3]b°+[(Ké+Kq)(k_‘+

+KE+k:4+K5+k6]+K3[K_3+K_4)+K4K:3]CO+K1{K3+Ki)aobo+K1(K§+

. R SrB o 2
KA+ [y Rty ) +RKa 1D C  +#RaK D o+K 3K, C (A3

Fge (K_g+R2,+Ko) DIK_, +K5) (K_g+R! gvKe )+ (K2 9K IK_g+K2 (K ]+

vK_3KZ 3Rt (K_ +K,) [K_g(KZ3+Kg) K2 gK 1 4R, [(K_, 17, +KR) (Ky+

+K_g+KZ g+Kg) + (K2 3+Kg) (Ko+K_g) +KoK! 4K gKola + Ig[(K_,+K?, +

+Kg) (K_y +Ko+K! g+Ko) + (K_ K, ) (K2 g+Ko) +KZ JKe I +KS [(K_,+

th)(K_1+KE+K_3+K6)+(K_:+KE}(R_3+K6)+K_3Ks]]h°+H3kA(K_ o+

1

2 s s
TR Rg g AR T PR g PR g HI K el V¥ (B 1Rl T 5

*Rg) +K_ K] +I, [(K? ,+Ke) (K_ +Ko+K! 34K ) + (K_ +K,) (K2 34K )+

*K:3Ks}ICo*Kékq(K-5+Ha+3l4+35+35)co+31[(K3+Ké)(KE*K_4*K5’



’ . . ' 2 » .
+K6)+K3(K_3+R_4)+qu_3]aobo+KlK3K4a°bo+k1[(K3+R4)(kE*R_4+

, ) , 2 s '
PR HREIHRE (K5 +K_, ) +K KR! S1a € +R KEK, A Co+ [Ky [K3 (K2 S+K? ¢

+k5+K5¢K_1+Ka)+R4tK_1*K2+K5+K6)}+Rék&(K_1+KE+H_3+R_“+k5+

i e 5 7 2 i et
+Kg) 1D C +Kk, KADEC +RIK K D CovK, (K, (Kg+ki) +kiKala b c

(A4)

Flys g ol k) [ (K +K,) [K_ 5 (K2 3#Ke) +KZ gR 14K K2 (K )+ (K_ v

sRo K gKZgRe tRy (K  +R?u +Ke) [Ky (K_g+K23+Ro) +K_5 (K2 g+Kg) +

£hettica T kY et iU, sl i+ (k) Hel et

1K5)[(K_1+Ha)(K:3+K6)+K:3K6]+lKhl+KE)K13K6]+R4 I(K_4+

+KRe) DKy +Ko) (K_g+Kg) +K_gKo 1+ (K_ +K ) K_gKe ) 1B +Kak) [ (K_,+

1 3

2 s , o .
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TRE DR +Kg) (Ko tK_a+Ke) +Kpy (K_g+K ) +K_JKo]1a b o+K Kokj (Ko+

2 . ,
*R_ytRotkgla Dok (RS DK 4K ) +Ke) (KoK g+Rg) +K, (K_g+Kg)+

a} 3

+K_3K6]+K4[(Ki4+K5)(REfK13+K6)+KE(K:3+K6}+K13K6]]aoco+

’ 2 ,
+K=K3H4[K2+Ki4+k5+H6)a°c°+[R3k4[(K_l+R2)(K:3+K_4+H5¢Ksl+

+KL3(K5+K6)fKa(K:u+K5}]+KéK4[(K_1+KE)[K_3+R_4+K5+K61+K»3(K5+

+K6)+K6‘K»Q*K511f KqKA[(K_i+KE)(K5+K6)+K5R6]lbocot

e 2
*Kaqué(K_ +K,+K +R6}b°c°+R§K#K4[K_ +K,+K +K6)b°c

jil sty ety it

tRotRe) [Ry (Kg+Kj) +RIK T+RoK, (K2 g4K7 ) ) +lGK, (K_g+K_,))a D c +

, 2 . 2
+k1K3K4k4aoboco+K1K3K4K4aoboco (AD)

2 (K_y +Ko)K_gK? SR (R_, +K7 4K o) +Ry [(R_,+K! +Kg) Ky (K_gKZ g+

+R_gKgtK! JKe) +K_gK! K1 +KK_gK? gRela +E(K_ +K IR [(K_,+

. e ’ ' . c
+K5)(KSKH31K4h“3}+K3K_3K‘4]lbof(Kﬁ!+Ka)K3K4k6fk_u+K5]b0v

TR R VR TR +Rg) (REK_gol, K ) +kik gK_10c v (K_ +Ky) (KD ,+

; 2 , . , : s
YR IREK K CoMR, (R [(K_, +K2, Ko ) (K2 Ko +K KR! S+ KoK ) RoK? K+

]23 *K4I(K_4+K5}(KEK_3¢K2K6+K_3K6}rKeK_3K6}laob°+KlK3R4[(K_4+
2 . y
¢K5)(ka+K6)+KaK6]a°bo+kl[Ks[(K_4+K_4+K5)(R_3KB+K2K_3+KEK6]+



tRoK_gKgl +Ky LIKL +Keg) (KR! 34K Ke K. 3R ) $RoK- SRl a0,

. P 2 .
fK1R3K4[lK_4+K5)(RE+KEJ+KEK6)aOCO+EK3K4E(K_1+KE)[K_3(K5+K6)?

’KS(R:Q*K5)]*Kiakskﬁl*Kékﬁl(k_l+Kg)[K_3(K5*K5)*“6(K-q‘“5)]*

VKKK 1M, KE (K K, ) KK 1D € KoK KA [ (K_ +K,) (KgvRg) +

2 g i 2 v
+heReIboe +RAK, KA [(K_, +K5) (KgtKg) +K Ko 1D co+k, (KK, [K, (K g+

HRI PR ) R g (KK ) + Mg (K7 4K ) THREKE TR (K g+l vl )+

+K_3[K5+K6)+K6(K_4+K5)]+K4k&[HalK5+K5)+K5K6]]aoboco*tka+ﬂs*

’ 2 i 3 2
+R6}K1K3K4R4a°b°c°f[ke‘R5+R6)K1H3K4kqaob°co (AG)

FgzK KoK 3K’ (K_, K2, +Ko)a +K K Ke [(K_, +Kg) (KgK! g+KiK_5)+

el i 2 5 i
TR R ] BB IR B R (KL F R ) A D R Ko K LN #Rg) LREK o

. ; Y 3 2 ;
e T T T P A T

¥yss ' 2 . '
*RIKGK_3) (K_ #Ko)b e 4 (K_ +K ) KK KiK K bo¢ +K3K KoK K. (K_ +

67070 4456 |

KK

_ AL _—
L T L L e DR L S R e TR B

J+K, KK K K-la b ¢ +K K K K/

IR, gHK_ Kg K _gKe KK K KoKekgla D oo vk Kol iy

-3¥5 (KaKg+

2 . : 2
+K Kg+ReKe)a boe +K KK K] (K Ke +K K +Kigkg) a b co (AT)
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