
ANALES DE CIENCIAS. VOL. XLVI. NÚMS. 1 - 4, 1987: 35-40 
SECRETARIADO DE PUBLICACIONES - UNIVERSIDAD DE MURCIA 

Estudio cinético de la fase de 
transición del mecanismo 

trisustrato hexa uni ping-pong 
M. García Moreno', F. García Cánovas'"'', R. Varón Castellanos', F. García Carmena'', 

J. Tudela Serrano'', A. Román GiP 
" Cátedra de Química I (Industrial). Escuela Universitaria Politécnica. Universidad de Castilla La 

Mancha. 
'• Departamento de Bioquímica. Universidad de Murcia. 

Autor a quien debe ser dirigida la correspondencia. 

Recibido: 4-7-86 
Aceptado: 30-12-87 

Kinetic study of the transient phase of three-substrate enzyme reactions with 
hexa Uni Ping-Pong mechanism 

Summary. In this paper the transient phase of the Hexa Uni Ping-Pong mechanism is studied, 
obtaining the equations which related the products concentration with the time. Likewise, a method 
for determinatíon of all rate constants of the mechanism is proposed if rapid equilibrium conditions 
of reversible steps takes place. 

Key-words: three-substrate reactions, ping-pong mechanisms, hexa-uni mechanisms, enzyme kine-
tics, transient phase. 

INTRODUCCIÓN 

El estudio cinético de las reacciones enzimáticas trisus
trato se ha llevado a cabo bajo la aproximación del estado 
estacionario, la expresión de la ecuación de velocidad y 
sus distintas representaciones gráficas permiten distinguir 
entre los posibles mecanismos y obtener los parámetros 
cinéticos (KM y V^^,) que caracterizan al enzima actuando 
sobre los distintos sustratos (1-4). Sin embargo el enfoque 
en fase de transición, consigue una información más pro
funda sobre las distintas etapas del ciclo catalítico que 
tiene lugar en la transformación de los sustratos a produc
tos. Estudios cinéticos en fase de transición, se han reali
zado fundamentalmente con reacciones enzimáticas mono-
sustrato y bisustrato (5) y también se ha aplicado a un 
mecanismo trisustrato ordenado tipo Theorell-Chance (6). 

El grupo de mecanismos tipo Ping-Pong en reacciones 
trisustrato es muy amplio (4, 7). Respecto a enzimas que 
siguen un mecanismo Hexa Uni Ping-Pong, 
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el mejor estudiado en estado estacionario es piruvato-fos-
fato diquinasa de Propionibacterium shermanii (8) y de Ba-
cillus symbiosus (9) que cataliza la conversión de piruvato, 
ATP y Pi a fosfoenolpiruvato, AMP y PPi. 

El objetivo de nuestro trabajo es obtener las ecuaciones 
cinéticas de formación de los productos, válidas tanto para 
la fase de transición como para el estado estacionario co
rrespondientes al mecanismo (I), y establecer un método 
para la determinación de todas las constantes de velocidad 
implicadas en él, a partir de los perfiles concentración-
tiempo de los productos, en el caso bastante frecuente de 
que en el sistema se den las condiciones de equilibrio rá
pido en la unión de los distintos sustratos (4). 
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TEORÍA 

NOTACIÓN Y SÍMBOLOS 

>.h(h= 1,2,3,4,5): Raíces de la ecuación 

i= I (1) 

Fj(i = 1,2,3,4,5); Coeficientes de la ecuación (1) que son 
funciones de las constantes de velocidad y de las con
centraciones iniciales de los sustratos y vienen dados en 
el Apéndice. 

f¡: Orden del infinito F¡. 
a: Velocidad de formación de los productos en el estado 

estacionario. 
ao: Concentración inicial del sustrato A. 
bo: Concentración inicial del sustrato B. 
co: Concentración inicial del sustrato' C. 
eo: Concentración inicial del enzima E. 
T,(X = P, Q o R): Período de inducción del producto 

X(X = P, Q o R) 

(2) T.^ (K ->^h) 

K^ = k _ , / k i 
K B =k.3/k.i 
Kc =k_¡/ks 
c¡ = % (i = - 1 , -3,-5,2,4,6) 
c,= = k,ao 
C.1 = =k.ibo 
CS = =ksCo 
u = T gCo/a 

(3) 
(4) 
(5) 
(6) 
(7) 
(8) 
(9) 

(10) 

ANÁLISIS DE DATOS CINÉTICOS 

Si al comienzo de la reacción las únicas especies pre
sentes son los sustratos A, B y C y el enzima libre, E, 
estando aquéllos en exceso con respecto a éste, la aplica
ción de los métodos descritos en las referencias (10-11), al 
mecanismo mostrado en el esquema I, conduce a: 

[X]=Px+oct+X Yx^expO^ t̂) 
h = 1 

(X =P, Q o R) (11) 

Las raíces X^ pueden ser reales o complejas dependiendo 
de los valores relativos de los coeficientes F|, pero si son 
reales, son negativas y si son complejas, tienen negativa la 
parte real y no son nunca, por lo tanto, imaginarías pu
ras (5, 11). Por otra parte, a, Pps PQ, PR, YPI,. YQI, Y YM (h= L 
2, 3, 4, 5) vienen dados por: 

a=kik2k.ik4k5k6aoboCoeo/F5 

Pp=a[(l/k4)+(l/k6)+(l/k3bo)-i-(l/k5Co)-H 
+(k . 3/k.ik4bo)+(k_ 5/k5k6Co)-(F4/F5) ] 

PQ=a[(l/k6)+(l/k5Co)+(k.5/k5k6Co)-(F4/F5)] 

p R = ^ F 4 / F 5 

(12) 

(13) 

(14) 

(15) 

7Ph=kik2{k3k4k5k6boCo-i-(k.ik4(k_5-i-k6-i-ksCo)bo + 
+(k_3+k4+k.ibo)k5k6Co]Xh + K ' ' - 3 + ''•» + 
-(-k.ibo)(k_5+k6-i-k5Co)+k3k4boH-ksk6ColXh^-i-
-H(k_3-Fk4-i-k.5+k6-i-k.ibo+k5Co) X¿ + 
+X^}T^&oto (h=l,2,... ,5) 

YQh=kik2kjk4[k5k6Co+tk_5-Fk6+k5Co)Xh + 
-HX^ l̂T âoboeo (h=l,2,.. . ,5) 

yRh='''''2k.ik4k5k6T^aoboCoeo 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

(h=l,2,. . . ,5) 

(16) 

(17) 

(18) 

La ecuación (11) relaciona la concentración de los pro
ductos con el tiempo y es válida, por lo tanto, para la fase 
de transición y para el estado estacionario. No obstante, 
para este último estado t > > l , los términos exponenciales 
de la mencionada ecuación pueden despreciarse con res
pecto a los demás del segundo miembro, pudiendo simpli
ficarse ésta a: 

[X]=px+at (X E P, Q o R) (19) 

que son ecuaciones de rectas cuyas pendientes son las ve
locidades de estado estacionario de formación de los co
rrespondientes productos. Obsérvese que, en el estado 
estacionario, los tres productos se forman a la misma velo
cidad, a. 

A su vez, de las ecuaciones (19) y (12)-(15) se deduce 
que los períodos de inducción de los productos P, Q y R, 
es decir la intersección con el eje de abcisas de la recta de 
ecuación (17) que denotaremos por T, toman las siguientes 
expresiones 

Tp=-[(l/k4)+(l/k6)-i-(lk3bo)-i-(lk5C„)+ 
+ (k _ 3/k.ik4bo)+(k . 5/ksk6Co) ]+(F4/F5) (20) 

TQ = -[(l/k6)+(l/k5Co)+(k_5/ksk6Co)]-(-(F4-/F5) (21) 
iR=F4/F5 (22) 

Obsérvese que s iempre es T P < T Q < T R y que TR es posi t ivo, 
mientras que tp y XQ pueden ser posi t ivos o negat ivos . En 
la figura 1 se indica esquemát icamente una forma posible 
de variación de la concentración de los productos con el 
t iempo. 

Natura lmente , si dos o más de los sus t ra tos A, B y C o 
de los productos P , Q y R, son iguales o si se dan ambas 
situaciones s imul táneamente , resul tan mecanismos Hexa 
Uni Ping-Pong que son casos part iculares del (I) y a los 
que pueden aplicarse las ecuaciones anter iormente deduci
das efectuando en ellas los cambios cor respondien tes . Por 
ejemplo, si es C H B y Q E P , el mecanismo (I) queda 
reducido al mecanismo (II). 

k2 k3[B] k4 ksíB] ke 
E ? á : EA -Y>- F ^ F B - ^ G ^ G B ^ T ^ E (II) 

k- , ? k_3 ^ k . , 
^ 
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tiempo(s) 

FIGURA 1. Representación de la variación de la concentración de los productos P, Q y R con el 
tiempo para los siguientes valores de las constantes de velocidad y de equilibrio y de las concentra
ciones iniciales: K^=10-3M, k2=100s-', K B = 1 0 - ' M , k4=ls- ' , Kc=10-5M, k6=10s-' , 
ao=10"'M, bo=310"^M, co=2-10"'M y eo=10"'M. En todos los casos los tres productos se 

forman, en el estado estacionario, a la misma velocidad. 

y basta sustituir en todas las ecuaciones co por bo y tener 
en cuenta que la concentración de P es ahora igual a 
[?]-(-[Q]. Ello conduce a las siguientes ecuaciones para [?]: 

[P]=Pp+pQ+2at+ Z , (yPh+7Qh)exp(X,t) (23) 

[P]=Pp+PQ-i-2at (para el estado estacionario) (24) 

A partir de las ecuaciones (24) y (12)-(14) se obtiene que el 
período de inducción del producto P es ahora 

= -[(l/2k4)-t-(l/k6)+(l/2kjbo)+(lk5Co)+ 
-i-(k.3/2kjk4bo)+(k.5/ksk6Co)]+(F4/F5) (25) 

viniendo dados a, Pp, p, y^, yQ,,, F4 y Fs por las ecuaciones 
(12), (13), (14), (16), (17), (A5) y (A6), respectivamente 
después de sustituir en ellas co por bo. Por su parte, las X^ 
siguen siendo las raíces de la ecuación (1) después de hacer 

en los coeficientes F¡(i=0,l,...,5) el cambio indicado. A su 
vez, las ecuaciones correspondientes al producto R no su
fren ninguna variación, excepto la ya mencionada de cam
biar Co por bo. 

Otros mecanismos también pueden ser considerados 
como casos particulares del (I), si en este último hay una o 
más constantes de primer (k;; i = - l , - 3 , - 5 , 2, 4, 6) o 
pseudo primer orden (kiao, kjbo, ksco), con valores altos y 
no muy diferentes, lo que expresamos, en términos mate
máticos, estableciendo que estas constantes tienden a infi
nito y tienen el mismo orden de infinitud (12). 

Un ejemplo de estos mecanismos derivados es 

A B 

EA-^ F ^ '''̂ Xf" 
k, \ k6 

G ^ GC-r>- E(III) 
K^ R 
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el cual resulta si en el mecanismo (I) se verifica: 

c/c = 
I ' j 

.Ci/Cj o 

00 (i=-l,-3,-5,1,3,5) 
O 
00 

(i=2,4,6;j=-l,-3,-5,1,3,5) 

( iJ=-l ,-3,-5,l ,3.5) 

(26) 

(27) 

(28) 

En el mecanismo III se supone que se dan las condicio
nes de equilibrio rápido, y por tanto, las constantes c, 
(i = - 1 , - 3 , - 5 , 1, 3, 5) involucradas en estas etapas tende
rán a infinito (12). 

Las ecuaciones cinéticas para el mecanismo (III) pueden 
ser obtenidas de las correspondientes al mecanismo (I) te
niendo en cuenta las condiciones (26) - (28). Si en las 
ecuaciones (A2) - (A6), se procede de esta forma, se ob
tiene: 

3-r,v_5)-t-k.3k_5-i-ki(k_3-i-k_5)ao-i-
F,=k.,-Hk.3+k_5k,ao+k3b„-l-k5e„ 
F2 = k. , (k_3+k_5) + k.3k 

+k3(k_i + k_5)bo-i-ks(k_i+k_3)co-i-
+kik3aobo+kiksaoco+k.ik5boco 

F.i=k_ik_3k_5-i-kik_3k_5ao+k_ ik3k_5bo + 
+k_ik_3k5Co-Hkik3k_5aobo+kik_3k5aoCo+ 
-i-k_ ikíksboco+kik.iksaoboco 

F4=kik2k_3k_5ao+k_ ,k.ik4k_5bo+k_ ,k_3ksk6Co+ 
+k 1 k.ik _ 5(k2 4- k4)aobo+k i k _ 3k5(k2 -i- k6)aoCo + 
-i-k_ ,k3k5(k4-i-k6)boco-l-kik3ks 
(k2+k4-l-k6)aoboco 

F5=kik2k3k4k_5aobo + kik2k_3k5k6aoCo+ 
+k_,k3k4ksk6boco+kik3k5[k4(k2 + k6)+ 
+k2k6]aoboCo 

(29) 

(30) 

(31) 

(32) 

(33) 

Obsérvese que F¡(i= 1,2,...,5) tienden a infinito y que 

fs = f4 = h > f2 > f 1 (34) 

Dividiendo los miembros de la ecuación (11) por Fs y te
niendo en cuenta (34), resulta que si intentamos obtener en 
estas condiciones sus raíces finitas, podemos despreciar 
los términos (Fj/Fj) X'"' (i=0,l,2) frente a los demás, así 
la ecuación (1) se transforma en la ecuación: 

(F3/F5)X2-H(F4/Fs)X+l=0 

siendo ahora, según las ecuaciones (31)-(33) y (35) 

(35) 

>.i+>.2 = -F4/F3 = -{[KBKck2ao+ KAKck4bo+KAKBk6Co+ 
+ Kc(k2 -I- k4)aobo+KB(k2 -t- k6)aoco + K^(kA + 
-(-k6)boco-(-(k2+k4+k6)aoboco]/[KAKBKc+ 
+ KBKcao + KAKcbo-hKAKBCo-l-Kcaobo-i-KBaoCo-(-
+ KAboCo-i-aoboco] (36) 

>. iX 2=Fs/F3 = [Kck2k4aobo -I- KBk2k6aoCo + K Ak4k6boCo + 
+(k2k4+k2k6 + k4k6)aoboco]/[KAKBKc-i-KBKcao-i-
+ K^Kcbo + K^KBCO+K^aobo+KBaoCo + K^boco+ 
+ aoboCo] (37) 

En resumen, la ecuación (1) tiene dos raíces finitas, Xi y 
Xi, que coinciden con las de la ecuación (35), siendo las 
otras tres raíces, Xy, XA y Xs, infinitas, es decir: 

00 (i = 3,4,5) (38) 

El resultado (38) permite despreciar los términos exponen
ciales Y.iexp(X3t), Y4exp(X4t) y Y5exp(X5t) de la ecuación 
(11) frente a los demás, con lo que la acumulación de los 
productos viene ahora dada por la ecuación 

[X]=px+ott+Z 7xhexp(XHt) ( X = P , Q o R ) (39) 
h = 1 

Teniendo en cuenta la ecuación (33) la ecuación (12) se 
transforma, después de simplificar en: 

a=k2k4k6aobocoeo/{ Kck2k4aobo-i- KBk2k6aoco + 
+ KAk4k6boco-(- [k4(k2+k6)+k2k6]aoboco} (40) 

Pp=a[(l/k4)+(l/k6)4-(KB/k4bo)+(Kc/k6Co)-
-(F4/Fs)] (41) 

Po=Q([(l/k6)-H(Kc/k6Co)-(F4/Fs)] (42) 

PR=-aF4/Fs • (43) 

La ecuación (2) puede escribirse ahora como: 

T^=l/lX¿{X^-X„)XA4X5] (h ,p=l ,2 ;p=h) (44) 

ya que, debido al resultado (38), X;-X^=X¡ (i = 3,4,5; h = l,2). 
Teniendo en cuenta que XA4X5--F5fXiX2 y que )tiX,2 = 
=F5/F3, T^ puede expresarse, después de simplificar, me
diante: 

T,= l/[X¿{X,-X„)F (45) 

donde F3 viene dado por la ecuación (31). 
Si se tienen en cuenta las condiciones (26)-(28) y la 

ecuación (45) las ecuaciones (16)-(18) se transforman en: 

YPh=k2{k4k6boCo-i-[k4(Kc.+co)bo+(KB-Hbo)k6Co]Xh+ 
+(KB-^bo)(Kc+co)XH^}aoeo/[X,,̂ (XH-Xp)D] 
( h , p = l , 2 ; p # h ) (46) 

YQh=k2[k4k6Co+(Kc-l-co)X,,]aoboeo/[Xh^(X^-Xp)D] 
(h,p=l,2; p ^ h ) (47) 

YRh=k2k4k6aobocoeo/[Xh(Xh-Xp)D] 

( h , p = l , 2 ; p ^ h ) (48) 

En las ecuaciones (46)-(48) D es igual a: 

D=KAKBKc-l-KBKcao + KAKcbo+K:AKBCo + Kcaobo-(-
+ KBaoCo+ KAboco+aoboCo (49) 

A su vez, las ecuaciones (20)-(22) se transforman, en las 
condiciones de equilibrio rápido, en: 
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Tp=-[(l/k4)+(l/k6)+(KB/k4bo) + (Kc/k6Co)]+ 
+ (F4/F5) (50) 

TQ = - [(l/k6)+(Kc/k6Co)]+(F4/F5) (51) 

XR=F4/F5 (52) 

En las ecuaciones (50)-(52) F4/FS es, teniendo en cuenta las 
ecuaciones (32) y (33), 

F4/FS = KBKck2ao + K^Kck4bo+KAKBk6Co+Kc(k2 + 
+ k4)aobo + Kgíki+k6)aoCo+K^(k4+k6)boCo+ 
+(k2 + k4+k6)aoboCo/Kck2k4aobo+KBk2k6aoco+ 
+ KAk4k6boCo+[k4(k2+k6)+k2k6]aoboCo (53) 

DETERMINACIÓN DE LAS CONSTANTES DE 
VELOCIDAD 

Proponemos a continuación un método para calcular to
das las constantes de velocidad del mecanismo (III) basado 
en el perfil concentración-tiempo del producto R. Si en la 
ecuación (10) tenemos en cuenta la expresión de a y TR 
dadas por las ecuaciones (40) y (52) resulta: 

u=po( 1/boco) + p 1 (1/aoco)+p2( 1/aobo) -
-l-pj(l/co) + p4(l/bo) + p5(l/ao)-l-p6 (54) 

estando definidos en el Apéndice los parámetros 
Pj(j=0,l,...,6). 

Una representación de u vs. ao manteniendo constante 
bo y co es una recta de pendiente, m, igual a pi(l/co)-l-p2(l/ 
bo)-l-p5 y de ordenada en el origen, n, igual a po(l/ 
boCo)4-p-i(l/co)+p4(l/bü)+p6. 

A su vez, una representación de m vs. bo, permane
ciendo constante co, es una recta de pendiente, m', igual a 
P2 y de ordenada en el origen, n', igual a pi(l/co)+ps. A 
partir de n', mediante representación vs. co, se obtiene pi 
y ps. Si se procede con n análogamente a como se ha 
hecho con m, se obtiene po, p s p4 y p6. A partir del cono
cimiento experimental de po, pi, p2, p.i, p4 y ps y de las 
ecuaciones (A7)-(A12) se pueden determinar K^, KB, KJ-, 
k2, k4 y kó. Un método alternativo surge a partir de las 
soluciones de la ecuación (35). Determinando los valores 
de ^1 y ^2 de acuerdo al método descrito en (13) y teniendo 
en cuenta las ecuaciones (31)-(33). 
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APÉNDICE 

Dependencia de los coeficientes F¡(i=0,l,...,5) y pj 
(j=0,l,...,6) de las concentraciones iniciales de los sustra
tos y de las constantes de velocidad. 
Fo=l (Al) 

Fi=k_,+k2+k_3+k4+k_5-i-k6-i-kiao-(-k.ibo+k5Co (A2) 

F2=(k_i-i-k2)(k_3-i-k4+k_5 + k6)-i-(k_3-Hk4)(k_5+k6)-t-
+ki(k2 + k_3-i-k4-l-k_5-i-k6)ao-i-k.i(k_,+k2-i-k4-)-
-i-k_5+k6)bo+ks(k_,-l-k2-l-k_3+k4+k6)co-l-
+ k 1 kíaobo+k 1 ksaoco -I- k.iksboco (A3) 

Fí=(k.,+k2)(k.3+k4)(k_5-Hk6)+ki[k2(k_5-l-k6)-i-
+(k_3+k4)(k2H-k_5+k6)]ao-i-k.it(k.,+k2)(k4+k_5-i-
+kó)+k4(k _ 5-(-k6) ]bo-I-ks [(k _ 1-I-k2)(k _ 3-I-k4+kó)+ 
+ (k_3-i-k4)k6]co+kik.i(k2+k4+k_5+k6)aobo+ 
-(-kik5(k2 + k_3-(-k4-(-k6)aoco4-k.iks(k.,+k2+k4-i-
+k6)boCo + kik.iksaoboCo (A4) 

F4=kik2(k_3+k4)(k.5-l-k6)ao-i-kj(k_,-i-k2)k4(k_5 + 
-i-k6)bo-i-ks(k_,-t-k2)(k_3+k4)k6Co-Hkik.i[(k2 + 
+k4)(k_5+k6) + k2k4]aobo-i-kiks[(k2+k6)(k_3-i-
+k4)+k2k6]aoCo-i-k.ik5[(k_i-i-k2)(k4+k^)-l-
-i-k4k6]boCo+kik.iks(k2-i-k4-i-k6)aoboCo (A5) 

F5=kik2k.ik4(k_j-(-k6)aobo+kik2(k_3-fk4)k5k6aoco-i-
+(k_i + k2)k.ik4k5k6boCo+kik3ks[(k2-i-k6)k4+ 
-f-k^kJaoboCo (A6) 

Po=KBKc/k4k6 (A7) 

pi=KAKc/k2k6 (A8)' 

p2 = KAKB/k2k4 (A9) 

p.3=(Kc/k6)[(l/k2)-i-(l/k4)] (AlO) 

p4 = (KB/k4)[(l/k2) + (l/k6)] (All) 

ps=(K^/k2)[(l/k4)+(l/k6)] (A12) 

P6=(k2+k4+k6)/k2k4k6 (A 13) 


