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Kinetic study of the transient phase of the iso ping pong bi bi and iso ordered 
bi bi mechanisms 

Summary: The kinetic behaviour during the transient phase of the Iso Ping Pong Bi Bi and Iso Ordered 
Bi Bi mechanisms has been studied and equations have been obtained which show the dependence with 
time of the products that are involved in those mechanisms. A procedure to obtain the rate constants is 
proposed. 
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INTRODUCCIÓN 

En un gran número de sistemas enzimáticos se han en
contrado valores anómalos de los parámetros cinéticos (1) 
y este hecho puede explicarse teniendo en cuenta las posi
bles isomerizaciones de las formas estables de la enzima. 
Entre estos sistemas cabe citar algunas deshidrogenasas 
anaerobias que utilizan nucleótidos de piridina, tales como 
láctico deshidrogenasa de músculo cardíaco, alcohol des-
hidrogenasa de levadura, málico deshidrogenasa de cora
zón de cerdo y alcohol deshidrogenasa de hígado de caba
llo (1-3). las cuales probablemente experimentan etapas de 
isomerización en su mecanismo cinético. 

Peller y Alberty (4) han demostrado que si las constantes 
de velocidad calculadas a partir de las correspondientes 
expresiones son negativas, o si el valor de una constante 
de una reacción unimolecular en la dirección sustrato —* 
producto es menor que V„j,/Eo, entonces puede ocu

rrir isomerización de una o más formas estables de la en
zima. Lo mismo puede predecirse si se verifica la rela
ción (PO<9A'PB/'PAB-

En todo caso, los test anteriormente descritos para in
tentar confirmar isomerizaciones en el mecanismo a estu
diar implican, necesariamente, reversibilidad experimental. 

Una aproximación experimental más asequible sería la 
determinación de los tipos de inhibición por los productos. 
En estas condiciones, si deducimos la ecuación de veloci
dad en estado estacionario para el esquema completo (es 
decir, suponiendo reversibilidad) y se eliminan los térmi
nos de la forma q x Cj ( donde q y Cj representan concen
traciones de productos), se obtiene una ecuación con tér
minos adicionales en el denominador en el caso de los 
mecanismos Iso con respecto a los no Iso. Esto permite 
diferenciarlos mediante los distintos tipos de inhibición. 

En este trabajo hemos estudiado la fase de transición de 
dos mecanismos Iso: Iso Ping Pong Bi Bi (mecanismo I) e Iso 
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Ordenado Bi Bi (mecanismo 11). La información que pro
porciona el estudio de dicha fase permite; 
a) Discriminar estos mecanismos 
b) Diferenciar los mecanismos con etapas Iso de los nor

males 
c) Calcular las constantes de velocidad. 

TEORÍA 

Los mecanismos antes citados vienen definidos por los 
esquemas: 

Mecanismo 1. Iso Ping Pong Bi Bi 

- 3 

FXY 

Mecanismo 11. Iso Ordenado Bi Bi 

En adelante utilizaremos la notación: 
Y,: especie ligando s-ésima, de modo que 

A s Y , , B s Y j , X = Y , y Y =Y4 para ambos mecanismos 

y :̂ concentración de la especie Ŷ  

y": concentración inicial de la especie ligando Ŷ  

Si las condiciones iniciales de la reacción son 

y° = 0 (s ^ 1,2) 

y » > x'; 

(1) 

donde x" = [EJo, la solución del sistema de ecuaciones 
diferenciales (5) que describe la evolución de cada uno de 
los dos sistemas enzimáticos permite escribir, para la va
riación de la concentración de los productos con el tiempo: 

y,=p»-Ha,ot-H"¿'y,He^''' (s=3,4) (2) 

siendo n = 5 para el mecanismo 1 y n = 6 para el meca
nismo 11. Los valores de A.h (h = I, 2,..., n-1) son las raíces 
de la ecuación 

j lo'^'^^^=0 

para el mecanismo 1 y las de la ecuación 

j = o ^' 

(3) 

(4) 

para el mecanismo 11. Los coeficientes c^ y C2j de las ees. 
(3) y (4) están definidos en el Apéndice. A su vez, at^o, (i, y 
7,1, vienen dados en la tabla I. En la tabla II se indican las 
expresiones de los períodos de inducción tj y T4 de los 
productos Y, e Y^; obsérvese que en ambos mecanismos 
T4 > T,. En la fig. 1 se muestra de forma esquemática una 
de las posibilidades de la variación de y, (s = 3,4) con t. 

RESULTADOS V DISCUSIÓN 

Como ya hemos indicado anteriormente, la discriminación 
entre estos mecanismos y sus homólogos sin etapas Iso 

concentración 

FIGURA 1. Representación esquemática de una posible variación 
de la concentración de los productos con el tiempo en los meca

nismos I y 11. 
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TABLA I 
Valores de tx.o. \i, y Ysh (s=3. 4: h = l. 2 n- l ) en los mecanismos 1 y II 

Mecanismo :t 10 ^ 4 0 P4 Y .11. 

F-1 c,, F, c , 
C|0 C|0 '-I0 C|o 

F4 c , 

F, 

X¿fi^(X^-XJ 

x¿^n^ix^-x^) 

Los valores de F| vienen dados en el apéndice. 

TABLA II 
Período de inducción de los productos y su diferencia 

Mecanismo 

II 

- ( • 

'^4"*~^5 1 k - 3 + k4 I , C I I 
k^kc k3k4 yr 

^5 + K . C21 
^sK C20 

k.s '-10 

1 + k- ,+k4 I 
k.,k, y 5 

•^(1 ^^20 

1 
k. 

puede hacerse por el estudio de los tipos de inhibición por los 
productos en estado estacionario. 

Por su parte, la fase de transición permite discriminar entre 
estos mecanismos y aquéllos sin etapas Iso por la aparición 
de un término exponencial adicional en las expresiones que 
determinan la dependencia de ŷ  con t, debido a la etapa de 
isomerización extra que se presenta en este caso, según se 
desprende de la ec. (2). Sin embargo, la determinación de los 
períodos de inducción no permite llevar a cabo dicha discri
minación (7), si bien permite diferenciar entre distintos me
canismos Iso (véase tabla II). En este caso, la discriminación 
entre los mecanismos I y II es inmediata si representamos T4 -
-T, vs. I/y" y así se obtiene en el mecanismo I una recta de 
pendiente (k_ 3 + k4)/k,k4 y ordenada l/kj, mientras que en el 
mecanismo II esta misma representación daría una recta 
paralela al eje de abscisas de ecuación T4 - T, = l/k, como se 
muestra en Ja fig. 2. 

Determinación de las constantes 
Mecanismo I 

Los períodos de inducción T, Ó X^ pueden utilizarse para la 
estimación de todas las constantes de velocidad siguiendo un 
procedimiento similar al descrito en la referencia (6) para 

^-Ts 

IA4 

1A5 

pend.= (k.3 + k4)/k3k4 

I 

Vy? 

FIGURA 2. Representación de T4 - i , como función de l/y5 para 
los mecanismos 1 y 11. 
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mecanismos bisustrato. Así, x^ puede expresarse en función 
de y" en la forma siguiente (ver tabla II): 

donde: 

(5) 

(6) 

(7) 

(8) 

(9) 

(10) 

Ai+A2yy 
A., + A,y» 

A,=a , ,+a , ,yS 

A2=a-,,+a,,y? 

A,,=a,,y? 

a , |= l<Kl<- i+k2) (k -3+k4) 
a ,2=i<3l<5( l<- i+k ,+kj 
a,,=i<|k5(i<_3+i<4+l(5) 
a,,=l<|l<,(l<;-i<-,l<4) 
a , , = k,k4k5(k_ i + k , ) 
a4|=k,k,k i ; (k-3 + k4) 
a4, = k,k,k5(k4k5 + k ,k5+k,k4) 

Los parámetros Aj (i = 1,2,3,4) pueden obtenerse me
diante ajuste por regresión no lineal de T4 vs. y',' a la ec. (5). 
La dependencia lineal de Ai con respecto a y" permite obte
ner ajj (j = 1,2; i = 1,2,3,4; a,, =0). La resolución del sistema 
de ecuaciones (10) permite calcular todas las constantes de 
velocidad. La constante k4 podría fiaberse obtenido también 
de una representación de T4 - T, VS. 1/yS que como ya se ha 
indicado da una recta de pendiente (k_3 -I- k4)/k,k4 y ordenada 
l/k4. 

En los casos donde no sea posible seguir el perfil concen
tración-tiempo del producto Y4 y, por tanto, la determinación 
de X4, puede realizarse un análisis análogo con el período de 
inducción T,. 

Mecanismo 11 

Un análisis de datos cinéticos a partir del período de in
ducción T4 (ó T,) como el realizado en el mecanismo anterior, 
permite obtener todas las constantes de velocidad. En este 
mecanismo T4 - T, coincide con l/k,. 

El método utilizado en estos dos mecanismos para la de
terminación de las constantes de velocidad no es, evidente
mente, el único, pudiendo emplearse cualquiera de los demás 
métodos sugeridos por Román (6) para reacciones enzimáti-
cas . 

Desde el punto de vista experimental la determinación de 
los períodos de inducción t , y X4 tiene el condicionamiento de 
necesi tar medidas en fase de transición lo que exige la utili
zación de técnicas de cinética rápida (8). Otro condiciona
miento experimental viene impuesto por la necesidad de 
medir pequeñas concent rac iones de produc tos de reacción lo 
que obliga a usar sustratos con caracter ís t icas apropiadas 

(alto coeficiente de extinción, alta solubilidad, etc .) y eleva
das concentraciones de enzima (8). 
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AFKNDICE 

Coeficientes c¡j (Mecanismo I: i = 1 ; j = 0 , 1 4. Mecanismo 
l l : ¡ = 2 ; j = 0 , 1 5). 

c,o = k ,k ,k , (k - j+k4)y ' i ' + k,k4k,(k_,+k2)y', ' + k|k,(k4k,-H 
-hk,k,-Hk,k4)y''y^ ( A l ) 

c , ,=k5(k_ , -Hk, ) (k_ ,+k4)+k , (k- ,k ,+k_ ,k5-hk jk4-^k4k5- l -
-(-kjk,)y';+k,(k_ ,k4+k_ ,k5 + k,k4 + k,k5-i-
-hk4k,)yHk,k,(k,+k4-Hk5)y'íyj " ' (A2) 

C|,=k,(k_,-(-k,+k4+k,)y'|' + k,(k_|+k,-i-k4 + k,)y'; + 
+ k,k.,y',y^ (A3) 

c, , = k_,+k, - t -k_, + k4+k5-t-k,y'|'-(-k,y',' (A4) 

(A5) 

c,o = k . ,k5k^(k_ ,k . ,+k . jk4- i -k ,k4) - l -k ,k5k^(k - ,k_ ,+ 
-l-k_,k4-hk,"k4)y','-Hk,k,k4k5k^y';+k,k,(k-.,k5k^-l-
-Hk4k,k,-^k,k,k,+k3k4k,-hk,k4k,)y','y';: (A6) 

c, |=(k_,k-,+k_,k4+k,k4)(k5k^-i-k_,k^+k-,kJ + 
+ k_ |k ,k^(k_,+k. , - fk , + k4) + k,lk5k^(k-,-l-k-,-i-k,-í-
+k4)-t-(k,+k,)(k-,k-,+k_,k4-hk,k4)Jy',' + 
-Hk,lk,k^(k-,-Hk,-l-k4)+k,k4(k,+kJ|y'i+k,k,[k,k,-l-
-Kk_.,+k4)(k5 + kJ-hk,(k4-Hk,k;)|y';y^ (A7) 

c , ,= ( k_ ,+k5 + k J ( k _ , k _ , + k_,k4 + k,k4)-h(k-.,-Hk4)(k5k^-H 
- ( - k - , k ,+k_ ,k , ) + k , (k_,-hk, ) (k5-hk,) - t -k- ,k , (k- ,+ 
4-k,-t-kJ-l-k, lk,k,+(k-,- i-k4)(k5 + k J + k-,k-3-(-
+ k_,k_4+k,k4Jy\' + k,(k5k^-i-k-,k5 + k-,k^+k4k5-i-
-i-k4k(,+k,k4-i-k3k5+k,kJy"-(-k|k,(k-, + k,-(-
-hk4-(-kj + kJy'íy^ (A8) 
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+ k,k^+(k5 + k j ( k . , + k_, + k, + k j + k|(k_,+k_,+ 
+ k, + k4+k, + kjy ' í+k,(k_,+k,+k4 + k5+ 
+ kJyUk,k,y' ;y ' í 

c,4 = k - , + k - , + k . , + k 4 + k5 + k^+k|y',' + k,y'j 

c „ = l 

(A9) 

(A 10) 

(MI ) 

Las F¡ (i = l, 2 10) de la tabla I vienen dadas por 

F,=k,k,k,k4k,y','y';!x',' 

F,=k,k,k,k,k,k,y','y'>',' 

F,, = k,k,lk,(k-., + k,)+k,(k,+k,)y'j|y','x',' 

F, = k,k,k,k,(k, + k,)y','y'^x'; 

F, = k,k,k,k,y';y';x',' 

F, = k,|k,k,k,y',' + {k,(k_,+k,)+k,(k,+k,)y';}AH + 
+(k_ ,+k ,+k , + k ,y'j)Áí +k¿ly'i'x'; 

F ,=k,k ,k ,kJk,k ,+(k5 + kJ>.h+Áh-]y';y';;x'; 

F,=k,k,k,(k,+/.,)y','y'jx',' 
F,„=k,k,k,k,k,(k,+^K)y','y'Jx? 

(A 12) 




