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SOLUCIÓN AL PROBLEMA BIOQUÍMICO 
ESTUDIO CINÉTICO DE LA CISTATIONINA

β -SINTASA DE TRYPANOSOMA CRUZI 

Análisis del gráfico de doble recíproco. El gráfico directo de los datos presentados en la tabla 1 
muestra un comportamiento hiperbólico con respecto a ambos sustratos (Fig. 5 A y D). Con la finalidad 
de deducir el mecanismo cinético se realizaron los gráficos de doble recíproco para ambos sustratos 
(Fig. 5 B y E) (Tablas 2 y 3) y se puede observar que el patrón se acerca a líneas paralelas, esto se 
ve evidenciado por el hecho de que las pendientes del doble recíproco son prácticamente iguales (Fig. 
5 C y F). El hecho de que el patrón gráfico de los dobles recíprocos se aproxime a una familia de líneas 
paralelas sugiere que el mecanismo cinético de la CBS es Ping-Pong (7). 

Figura 5. Comportamiento cinético de la CBS de T. cruzi. A) y D) La variación de ambos sustratos muestra una 
cinética de tipo hiperbólico, los ajustes a los datos experimentales se realizaron con el software Origin 8® y 
corresponden a un modelo de la ecuación de Michaelis-Menten (v=Vm[S]/Km+[S]). B) y E) Ajustes lineales del 
gráfico de doble recíproco para ambos sustratos, los puntos encerrados en el círculo azul no fueron incluidos en el 
ajuste. C) y F) Regráfico de las pendientes obtenidas en el doble recíproco. 
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Tabla 2. Datos de doble recíproco usando 1/ [Ser] como variable independiente 

[Ser] 
(mM) 1/[Ser] 

1 / V 
[HCys] 1 mM [HCys] 2 mM [HCys] 5 mM [HCys] 10 mM 

0.5 2 6.41 5.43 5.71 5.05 
1 1 3.85 2.77 2.92 2.30 
2 0.5 3.23 2.01 1.75 1.60 
5 0.2 2.38 1.66 1.56 1.25 
10 0.1 3.00 1.56 1.25 1.07 

Regresiones lineales del doble recíproco 
Pendiente 1.96 2.04 2.34 2.07 
Ordenada 2.29 1.14 0.86 0.68 
Abscisa -1.17 -0.56 -0.37 -0.33

Tabla 3. Datos de doble recíproco usando 1/ [HCys] como variable independiente 

HCys 
(mM) 1 / [HCys] 

1 / V 

Ser 0.5 mM Ser 1 mM Ser 2 mM Ser 5 mM Ser 10 mM 
1 1 6.41 3.85 3.23* 2.38 3.00* 
2 0.5 5.43 2.77 2.01 1.66 1.56 
5 0.2 5.71 2.92 1.75 1.56 1.25 

10 0.1 5.05 2.30 1.60 1.25 1.07 
Regresiones lineales del doble recíproco 

Pendiente 1.23 1.47 0.98 1.16 1.18 
Ordenada 5.10 2.30 1.53 1.19 0.98 
Abscisa -4.16 -1.57 -1.56 -1.03 -0.83

*Valores eliminados para la regresión lineal

El mecanismo Ping-Pong es un sistema ordenado donde se requiere la entrada de un primer sustrato 
(A) seguido de la salida de un producto (P), en esta primera reacción la enzima (E) queda modificada
(F); luego, un segundo sustrato (B) interactúa con la forma modificada de la enzima y sale un segundo
producto (Q) (Fig. 6A) (Segel 1993). La ecuación cinética del mecanismo Ping-Pong es la siguiente:

𝑣𝑣 =  𝑉𝑉𝑉𝑉 [𝐴𝐴][𝐵𝐵]
𝐾𝐾𝑚𝑚𝑚𝑚[𝐵𝐵]+𝐾𝐾𝑚𝑚𝑚𝑚[𝐴𝐴]+[𝐴𝐴][𝐵𝐵]

….(1)

En su forma de doble recíproco la Ec. (1) se transforma en: 

1
𝑣𝑣

= 𝐾𝐾𝑚𝑚𝑚𝑚[𝐵𝐵]+𝐾𝐾𝑚𝑚𝑚𝑚[𝐴𝐴]+[𝐴𝐴][𝐵𝐵]
𝑉𝑉𝑉𝑉 [𝐴𝐴][𝐵𝐵]

 ; 1
𝑣𝑣

= 𝐾𝐾𝑚𝑚𝑚𝑚
𝑉𝑉𝑉𝑉 [𝐴𝐴]

+ 𝐾𝐾𝑚𝑚𝑚𝑚
𝑉𝑉𝑉𝑉[𝐵𝐵]

+ 1
𝑉𝑉𝑉𝑉

 ….(2) 

Dependiendo de si usamos 1/[A] o 1/[B] como variable independiente podemos obtener dos 
ecuaciones que tienen un comportamiento lineal cuya pendiente no cambia en función de la 
concentración del otro sustrato (Fig. 6B).
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Figura 6. Mecanismo ci-
nético de tipo Ping-Pong. 
A) Diagrama cinético del
mecanismo Ping-Pong. Sus- 
tratos: A y B; productos: P
y Q; formas de la enzima:
E y F. B) Patrones gráficos
del doble recíproco en una 
enzima con mecanismo
Ping-Pong. Los gráficos
fueron obtenidos a partir
de la simulación de la
ecuación (2) con los datos
Vm = 100, KmA = KmB=1;
se utilizó el software
Origin® 8.

Análisis de las orde-
nadas y las abscisas. 
Si se fija uno de los 
sustratos como varia-
ble independiente en la 
ecuación 2, se pueden 
analizar las ordenadas 
y las abscisas para ob-
tener los parámetros 
cinéticos de la siguien-
te manera: 

1
𝑣𝑣

= 𝐾𝐾𝑚𝑚𝑚𝑚
𝑉𝑉𝑉𝑉 

1
[𝐴𝐴]

+ �𝐾𝐾𝑚𝑚𝑚𝑚
[𝐵𝐵]

+ 1� 1
𝑉𝑉𝑉𝑉

….(3) 

Las ordenadas (b) se definen como: 

𝑏𝑏 = �𝐾𝐾𝑚𝑚𝑚𝑚
[𝐵𝐵]

+ 1� 1
𝑉𝑉𝑉𝑉

;  𝑏𝑏 = 𝐾𝐾𝑚𝑚𝑚𝑚
𝑉𝑉𝑉𝑉

 1
[𝐵𝐵]

+ 1
𝑉𝑉𝑉𝑉

….(4) 

La ecuación 4 se puede visualizar como una nueva línea recta de cuya ordenada se puede calcular 
1/Vm y de cuya abscisa se puede estimar -1/KmB (Fig. 7ª). 
Por otro lado, las abscisas en valor absoluto (|Abs|) de la ecuación 3 se definen como: 

|𝐴𝐴𝑏𝑏𝐴𝐴| = 𝐾𝐾𝑚𝑚𝑚𝑚
𝐾𝐾𝑚𝑚𝑚𝑚

1
[𝐵𝐵]

+ 1
𝐾𝐾𝑚𝑚𝑚𝑚

….(5) 
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La ecuación 4 se puede visualizar como una nueva línea recta de cuya ordenada se puede calcular 
1/KmA (Fig. 7B). 

Figura 7. Estima-
ción de los pará-
metros cinéticos 
utilizando el re-
gráfico de las or-
denadas (A) y el 
valor absoluto de 
las abscisas (B) 
obtenidas a partir 
de los gráficos de 
doble recíproco 
(Fig. 6).  

Usando las ecuaciones de las rectas obtenidas en la figura 5B (Valores en la tabla 2) podemos construir 
los regráficos de las pendientes y las abscisas en valor absoluto para el cálculo de los parámetros 
cinéticos (Fig. 8) 

A) B) 

1/HCys Ordenadas |Abscisas| 
1 2.29 1.17 

0.5 1.14 0.56 
0.2 0.86 0.37 
0.1 0.68 0.33 

Parámetros cinéticos 
1/Vm = 0.45 Vm (mmolmin-1mg-1) = 2.21 
1/KHCys = 0.26 KHCys (mM) = 3.89 
1/KSer = 0.18 KSer (mM) = 5.54 

Figura 8. Obtención de los parámetros cinéticos de CBS. 
A) Tabla de datos para construir el regráfico y estimar el
valor de los parámetros cinéticos de CBS. B) Regráfico de
las ordenadas y el valor absoluto de las abscisas contra el
inverso de la concentración de HCys.

Cálculo de kcat. De acuerdo con los datos de la figura 8, podemos calcular el valor de Vm específica: 

1
𝑉𝑉𝑉𝑉

= 0.45;𝑉𝑉𝑉𝑉 =  1
0.4

= 2.21 𝜇𝜇𝑉𝑉𝜇𝜇𝜇𝜇
min𝑉𝑉𝑚𝑚

….(6) 
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Utilizando la Vm específica, la masa molecular de la enzima, su estado de oligomerización, y su pureza, 
podemos estimar el valor de kcat 

𝑘𝑘𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 =
𝑉𝑉𝑉𝑉 𝑥𝑥 𝑃𝑃𝑃𝑃𝜇𝜇𝜇𝜇𝑜𝑜𝑚𝑚ó𝑉𝑉𝑚𝑚𝑚𝑚𝜇𝜇

𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃/100
=
�2.21 𝜇𝜇𝑉𝑉𝜇𝜇𝜇𝜇

min𝑉𝑉𝑚𝑚��155000 𝑉𝑉𝑚𝑚
𝑉𝑉𝑉𝑉𝜇𝜇𝜇𝜇 𝑥𝑥

1𝑉𝑉𝑉𝑉𝜇𝜇𝜇𝜇
1000𝜇𝜇𝑉𝑉𝜇𝜇𝜇𝜇� �

1𝑉𝑉𝑚𝑚𝑚𝑚
60𝐴𝐴 �

90/100
= 5.1𝐴𝐴−1 

Lo que quiere decir que la cistationina β-sintasa puede realizar 5 ciclos catalíticos cada segundo. 

Conclusión 

En este trabajo se presentan los datos cinéticos de la cistationina β-sintasa con la finalidad de ilustrar 
cómo se pueden calcular las constantes y deducir el mecanismo cinético. Es importante hacer notar 
que los datos proporcionados son experimentales, por lo que muchas veces los ajustes no son 
perfectos; sin embargo, es fundamental que el estudiante desarrolle su criterio al momento de 
interpretar los datos experimentales. Otra cuestión a resaltar es que el mecanismo cinético siempre 
es congruente con el mecanismo catalítico. Los datos sugieren que la cistationina β-sintasa es una 
enzima que tiene un mecanismo cinético de tipo Ping-Pong por lo que la forma intermedia de la enzima 
que se forma después de la entrada del primer sustrato (Fig. 6A) correspondería a la formación del 
aminoacrilato (Fig. 4).  
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