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Resumen

En este trabajo se obtienen las ecuaciones cinéticas corres-
pondientes a la fase de transicion de sistemas enzimaticos que
evolucionen segun el mecanismo Bi Bi Ping Pong, y se propone un
meétodo para la determinacion de todas sus constantes de veloci-
dad.

Summary

In this paper the kinetic equations corresponding to transient
phase of enzyme systems which evolve according to the Bi Bi Ping
Pong mechanism are obtained and a method to determine all their
rate constants is proposed.

1. INTRODUCCION

Un gran numero de reacciones enzimaticas [1—7] siguen en su
desarrollo el mecanismo Bi Bi Ping Pong que viene descrito, en
ausencia inicial de productos, por el siguiente esquema [8,9]:
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siendo E la enzima libre, EA, EA’ y EA’B los intermedios de la reac-
cion, Ay B los sustratos de la reacciony X e Y los productos de la
misma.

Las ecuaciones cinéticas correspondientes a la fase de transi-
cion del mecanismo (l) atin no han sido obtenidas, aunque si se han
deducido [10-12] las correspondientes al mecanismo:

*H (I1)

EA®

que se diferencia del (I) en que la etapa de incorporacion del
segundo producto de la reaccion es irreversible (k—_; = 0).

El objetivo fundamental de este trabajo es proponer un metodo
que, a partir de la determinacion experimental de la velocidad de
formacion, «, y del periodo de induccién, 7, del producto Y y de
las ecuaciones cinéticas obtenidas tedricamente, permita la deter-
minacion de las constantes de velocidad del mecanismo (l).

2. TEORIA

Si suponemos que las condiciones iniciales son tales que las
concentraciones de ambos sustratos, Ay B, estan en exceso res-
pecto a la de enzima libre y que las concentraciones iniciales de los
productos, X e Y, son nulas (lo que equivale a considerar irreversi-
bles las etapas de formacion de los mismos [13], puesto que su
contribucién cinética es despreciable durante la fase de transicion)
y aplicamos los métodos descritos en las referencias 13 y 14 para
la cinética de la fase de transicion de reacciones enzimaticas, se
obtiene:

Yl =g + at + ) GhENP (X, t) (1)

h=1

donde los valores de Ah son las raices de la ecuacion:

N+ NXT 4+ Fa + 0 =0 (2



con

N = ngy + hzaa + nzbae (e
F = pi + pzasc + pabe + paacsbo (4)
@ = gias + gz=bs + gzachs (3

y siendo a, y b, las concentraciones iniciales de A y B, respectiva-
mente. Por su parte, los parametros n, (i=1,2,3), p, (i=1,2,3,4) y q,
(i=1,2,3) dependen de las constantes de velocidad como se indica
enlaecs (A1) — (A10) del Apendice. A su vez, las expresiones de ¢,
By7Yh(h=1,2,3) estan indicadas también en el Apéndice. Finalmen-
te, el periodo de introduccion, - 7, del producto Y viene identificado
por:
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Una representacion esquematica de la variacion de la concen-
tracion de Y con el tiempo se da en la Fig. 1.
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Figura 1. Variacion de la concentracion del producto Y con el tiempo en las fases de
transicién y estacicnaria.
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Si definimos las magnitudes:
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donde e, es la concentracion inicial de la enzima libre, E, y si tene-
mos en cuenta las expresiones de « y 7 definidas por las ecs.

(A11), (6), (5) y (4), obtenemos:

v = A + Azao (%)
W = By + Baae (10)
con:
Ay = ags + as=beo {(11)
Az = ami + azzbe (12)
Hi = bizbo A
Hz = bzi + bazbg 1q
siendo:
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Una representacion del observable experimental v vs. a, per-
mite determinar, A, y A,. A su vez, la representacion de A, vs. by y
de A, vs. b, permite determinar los coeficientes a,,, a,,, ay Y a,.
Analogamente, a partir del observable experimental w se determi-
nan los coeficientes b,,, b,, y b,,.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La ec. (1) muestra la dependencia de la concentracion del pro-
ducto Y con el tiempo durante todo el curso de la reaccion. Para
valores de t suficientemente grandes como para que los términos
exponenciales puedan despreciarse frente alos demas, laec. (1) se
simplifica a:

[Y]l = p + at (22)

que es la ecuacion de una recta que muestra la acumulacion de
producto en el estado estacionario, siendo: & |la velocidad inicial de
formacion de Y en este estado. La interseccion, 7, de la recta de
c. (22) con el eje de abscisas, asicomo « y B, se pueden determinar
experimentalmente a partir del perfil concentracion-tiempo del pro-
ducto Y, como se indica en la Fig. 1. Obsérvese gue la determina-
cion experimental de 7 exige la utilizacién de técnicas de cinética
rapida que permitan seguir la acumulacién del producto durante los
primeros instantes de la reaccion. La determinacion experimental
de oy 7 permite, asu vez, en laforma explicada anteriormente, la
determinacion de los parametros, a,,, a,;, 8y, b;,, b,, y b,,, a partir
de los cuales pueden obtenerse todas las constantes de velocidad.
En efecto, de las ecs. (18) y (21) resulta que k, y k, son las raices de
la ecuacion:
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A su vez, a partir de las ecs. (16), (17), (19) y (20) se obtiene:

ka

It (24)

ke(kadiz — bia)
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kx = (25)
= ka(kzaz: — bzi) =

kaadin — kabaz(kaa =D )
e FY-¥1 =202 4d12 1o (26)

kgazg(kqalg = biz)
koams — kabos(kaazs - bai)
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ecuaciones que permiten determinar todas las constantes de velo-
cidad.

Observese que ala hora de asignar las raices de laec. (23) alas
constantes k, y k, podemos obtener dos conjuntos de valores para
las constantes de velocidad. Esto puede dar lugar a una ambigtie-
dad sodlo en el caso de que todos los valores de cada uno de los
conjuntos sean positivos. En estas condiciones la indeterminacion
puede resolverse recurriendo al perfil concentracion-tiempo del
producto X y utilizando un método similar al descrito por Roman
[15]:

Senalemos, finalmente, que si en las ecuaciones cinéticas
obtenidas en este trabajo hacemos k—; = 0 se obtienen las ecua-
ciones cinéticas correspondientes al mecanismo (ll) y que coinci-
den, naturalmente, con las dadas en la bibliografia [10-12] para
este mecanismo.
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