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Summary: The characteristics of the progress curves of the Theorell-Chance mechanism are shown. A 
quantitative kinetic data analysis in order to obtain the rate constants is discussed. 

Key-words: Transient phase, theorell-chance, rate constants. 

INTRODUCCIÓN 

Entre los mecanismos bisustrato cabe citar el denomi
nado de Theorell-Chance que viene descrito por el es
quema (1-4): 

donde A y B son los sustratos, X e Y los productos de la 
reacción y las especies E, EA y EY son la enzima libre y 
los complejos enzima-sustrato y enzima-producto, respec
tivamente. 

La dependencia concentración-tiempo durante la fase de 
transición de las diferentes especies que intervienen en 
este mecanismo ha sido ya estudiada (5-7) y, además, se 
han propuesto algunos métodos (5, 8) para la determina
ción de las diferentes constantes de velocidad. Sin em
bargo, como han demostrado Gálvez y col. (9) para los 
mecanismos uni-bi implicando dos intermedios, dichos 
métodos no resultan apropiados si el polinomio caracterís
tico presenta raíces complejas. Otra dificultad adicional se 
plantea (aun en el caso de raíces reales) si la escala de 
tiempo en que una de las raíces resulta operativa es dema
siado pequeña. El objetivo del presente trabajo es, por 
tanto, describir las características de las curvas de pro
greso de X e Y y proponer un método de análisis cuantita
tivo de datos cinéticos que permita el cálculo de las cons
tantes de velocidad de una forma sistemática, evitando los 
inconvenientes anteriormente citados. 



38 A. ROMÁN GIL - J. GÁLVEZ MORILLAS - R. VARÓN CASTELLANOS 

TEORÍA 

Por comodidad, utilizaremos la siguiente notación: 

A = Y , 
B = Y , 
X s Y , 
Y = Y , 
E = X , 
EA =X2 
EY = X , 

x,: concentración de Xi en el instante t (i = 1,2,3) 

x"; concentración inicial de Xj (i = 1,2,3) 

y :̂ concentración de Y, en el instante t (s = 1,2,3,4) 

y?: concentración inicial de Y, (s = 1,2,3,4) 

Si las condiciones iniciales son: 

y, en consecuencia. 

(1) 

K", ^0 
vO _ v » — y'.' = = y'i -= 0 
y'í P x í 
y^ >> x í 

(2) 

la dependencia de Ŷ  (s = 3,4) con t puede obtenerse pro
cediendo en la forma desciita en las referencias 5 y 6: 

y A" = ft+o(t+,Z_7,he 

donde 

Kt (s = 3, 4) 

P. 
k,k,yyy^-Pa 

Q 

(3) 

(4) 

P = k_, + k,+k,y»+k,y^ (5) 

Q = k_,k3+k,k,y'í+k,k,y^+k,k,y'íy^ (6) 

Pa 
^ ^ = - Q (7) 

k,k,k,,y','y^ 
Q 

(8) 

y.. = - '^•'^.^J-'^Yf" (h=l.2;p.h) (9) 

Y4H = - \tt'^"/} (h = l , 2 ; p ^ h ) (10) 

A SU vez, Á| y A, son raíces de la ecuación 

A^+PÁ + Q=0 (11) 

P \ /P^ -4Q 
,̂ - - y + 2 

/V,+Á-,= - P 

\ /P^ -4Q 

(12) 

(13) 

(14) 

(15) 

Las raíces Á̂  (h = 1,2) son reales negativas si P^ > 4Q y 
complejas conjugadas si P-' < 4Q. En este último caso una 
raíz sera a + bi y la otra a - bi. Esto puede escribirse como 
sigue: 

donde 

P*>4Q : Áh<0 

P^<4Q : K = a±bi 

_P 
2 

b = V 4 Q - P -

(16) 

(17) 

(18) 

(19) 

En las condiciones en que las raíces X̂  (h = 1,2) son com
plejas, es evidente que la ec. (3) no es apropiada para el 
cálculo. En este caso debe escribirse la ec. (1) de modo 
que solo intervengan magnitudes reales. Esto se consigue 
teniendo en cuenta la identidad e*' = cos5 + isen6 y sus
tituyendo las ees. (8), (14), (15), (17), (18) y (19) en la ec. 
(1). De este modo se obtiene, después de algunas manipu
laciones: 

y4/x'|'=(Í4+at+a(T4(cosbt 
bT4 

senbt)e°' (20) 

donde T4 es el período de inducción de Y4 y viene definido 
por: 

, _ _ P4 _ P 

A su vez, de las ees. (19) y (21) obtenemos 

b 
/ 2a+a^T4 

(21) 

(22) 

Para tí> 1, tanto la ec. (3) como la ec. (20) se transforman 
en 

y4"/x'í=|Í4+3ct (23) 

que corresponde a la curva de progreso en el estado esta
cionario. 
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ANÁLISIS DE DATOS CINÉTICOS 

Las ees. (13) y (14), junto con las ees. (5) y (6), 
ean que X, + ^.j y X|X dependen linealmente de y° y de yj 

indi-
0 

por lo que una representación de -(k^+X^) y de X,X2 vs. y" 
(i = 1,2) manteniendo y" (j = ' ' 2 ; j ^̂  i) constante, permite 
calcular todas las constantes de velocidad. 

Para la determinación de X., y >t2 como funciones de y", e 
y"2, Laidler y col. (8, 9) han propuesto el siguiente proce
dimiento: de la ec. (3) se define la magnitud U, (s = 3.4) 
por 

x,t M Us=ys/x';-Ps-at = Ys,e'^" +7^26"^' (s=3, 4) (24) 

La determinación de U, (s = 3,4) en fase de transición 
puede realizarse a partir del perfil concentración-tiempo 
(p.c.t.) de Ys (s = 3,4) y de los parámetros P̂  (s = 3,4) y a 
obtenidos, estos últimos, en la fase estacionaria. 

Dado que X̂  < O (h = 1,2) y, supuesto |/V||<|>t2|, a partir 
de cierto instante, tp, se verifica: 

Us-Ysie >^,t (s=3, 4 ; t > t J (25) 

En estas condiciones, una representación de In U, (s = 
= 3,4) vs. t deberá ser lineal de pendiente A,, y ordenada en el 
origen In y,, (s = 3,4). 

Una vez conocidos X, y y^¡, se define la magnitud Vs (s = 
= 3,4) como: 

Vs = U,-Ys,e x,i (s=3, 4) 

por lo que, según la ec; (24), tenemos: 

Vs = Ys2e^ '̂ (s=3, 4) 

(26) 

(27) 

Una segunda representación de In V̂  vs. t (s = 3,4) para 
t < tp será lineal con pendiente X2 y ordenada en el origen 
In Y,2 (s = 3,4). 

Este procedimiento tiene dos importantes limitaciones: 
a) La representación de In Û  (s = 3,4) vs. t solamente es 

lineal cuando Â  (h = 1,2) son raíces reales de la ec. 
(10), pero dependiendo de los valores relativos de las 
constantes de velocidad y de las concentraciones ini
ciales de los sustratos, las raíces /^ (h = 1.2) pueden 
ser complejas, en cuyo caso la dependencia de In U, (s = 
= 3,4) presenta una curvatura sistemática, como ve
remos más adelante. En estas condiciones, si A, se 
determina a partir de la pendiente de esa representa
ción, el valor obtenido es evidentemente erróneo. 

b) Incluso en los casos en que las ẑ , (h = 1,2) sean rea
les, otra dificultad surge al considerar el rango de 
valores de t (t < tp) para los que habría que determinar 
experimentalmenté el p.c.t. de Y, (s = 3.4). para poder 
calcular X^ a partir de la ec. (27) (Gálvez y col. (10) y 
Román (7) han demostrado que tp puede ser de un 
orden de magnitud tal que haga inoperante el procedi
miento descrito, si no se dispone de un equipo instru
mental adecuado a esta escala de tiempo). 

Sin embargo, estas limitaciones pueden evitarse si

guiendo un procedimiento similar al descrito para los me
canismos que implican un sustrato y dos intermedios 
(véase referencia 10). En nuestro caso, el procedimiento a 
seguir consta de las siguientes etapas: 
a) A partir del p.c.t. de Y4 correspondiente a la fase esta

cionaria se determinan P ,̂ a y T^, como se indica en la 
fi.u. 1. 

FiüUKA 1. Curvas de progreso para los casos I y 2 (véase Tabla 
I). Nótese que los ejes son diferentes para ambas curvas. A repre
senta el caso 1 y B el 2. Se indican, para el caso 2, los valores de 

P4, a y T4. 

b) 

O 

Se representa, en fase de transición, In U4 vs. t. Si 
esta representación es lineal, se continúa en la etapa 
c). Si se obtiene una curva, se continúa en la etapa d). 
En este caso X¡ y Xj son raíces reales. La pendiente y 
la ordenada en el origen de la representación de In Uj 
vs. t son. respectivamente, los valores de /,, y de 74,. 
La estimación de Xj se realiza mediente la expresión: 

(28) 

que se deduce fácilmente a pailu' de las ees. (8). (9). 
(15). (II) y (12). Obsérvese que la ce. (28) permite 
obtener /., sin necesidad de ima segunda representa
ción gráfica, 

d) En este caso. /^ (h = 1.2) son raíces complejas. Los 
parámetros a y b pueden determinarse resolviendo 
numéricamente las ees. (20) y (22). Una vez conocidos 
a y b. de las ees. (14) y (15) obtenemos: 

/•..+i.,=¿-á 

/.,/., = 

(29) 

(30) 

e) Finalmente, las constantes ki (i = 1.2.3.-1) se obtienen 
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TABLA I 
Dependencia de y^ con t. Los valores de las constantes de velocidad en ambos casos son: 
141=55x10" I m o r ' s " ' , kj=166xl0^ I mol" ' s" Me,=77x10" ' s" 
Enelcaso lesyí=y^=10 ^mol l '. Enelcaso2esy?=10" 'mol T ' e y » = 8 x l 0 ' 'mol í 

Caso Ví/x? (1 en s) 

-0,22189 + 5,2094 t + 0,22233 e " " - " ' - 0,00044 e""° '^° ' 
- 0,31170 + 2,5604 t + 0,31170 (eos 6,39 t + 0,8068 sen 6,39 t) e " ' ^ ' " ' 

a partir de la dependencia lineal de -(/. , + A.^) y Á|A, 
respecto de las concentraciones iniciales y" (i = 1,2), 
como se indicó anteriormente (véanse las ees. (5), (6). 
(13) y (14)). 

En la tabla 1 se muestran dos ejemplos que ilustran este 
procedimiento. En ambos casos los valores de las cons
tantes son: 

k ,=55xl0 ' ' 
k ,= 166x10^ I m o i " ' s " ' 
k ,=77x10" ' s " ' 
k - | = 2 6 x l 0 " ^ s " ' 

En el primer caso y" = y" = 10"^ mol 1 ~ ' y las raíces X, y 
A., son reales. En el segundo caso y" = 10" ' mol I ~', y" = 
= 8 X 10"'* mol I " ' y las raíces X¡ y k, resultan complejas. 
La variación con el tiempo de la concentración del pro
ducto Y4 se muestra en la fig. I y en la fig. 2 se representa 
In U4 vs. t. Obsérvese que en el primer caso esta repre
sentación es lineal, mientras que en el segundo se presenta 
una curvatura sistemática. A partir de estas representacio
nes y procediendo como se acaba de explicar, es posible 
obtener los valores de X, y X2 que muestran una excelente 
concordancia con los valores de X^, (h = 1.2). determinados 
analíticamente. 
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lnU4 

B 
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FIGURA 2. In U4 vs. t para las curvas de progreso mostradas en 
la fig. 1. 
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