
Facultad de Química. UNAM  Alejandro Baeza .2006  

1 

________________________________________________________________________________________________________________ 

___________________________________________________________________________________________________________________ 

Química Analítica Instrumental I.      Análisis enzimático por espectrofotometría. 

 
Química Analítica Instrumental I 
Métodos cinéticos enzimáticos por espectrofotometría. 
Documento de apoyo. 
Dr. Alejandro Baeza. Semestre 2007-I 

 
1.0 Cinética enzimática en estado estacionario. 
 
 La determinación de analitos producto de una reacción biocatalizada se determina 
comúnmente por métodos espectrofotométricos. La relación entre el pT=A y la evolución 
de la concentración parte de los modelos de cinética enzimática entre los cuales el mas 
común es el modelo del estado estacionario de Briggs y Haldane. 
 
 En este modelo la enzima, E, forma un complejo enzima-sustrato, ES, el cual se 
transforma en producto y regenera al biocatalizador: 
 
 
                                                     k1                        kp 

                            E   +    S                    ES                       E   +    P  
                                                     k2 

 
 
 
 
 La velocidad de cada proceso viene dada por las siguientes ecuaciones: 
 

 velocidad de formación del complejo ES:    vf = k1[E][S]  

 velocidad de descomposición de ES:  vb = k2[ES] +kp[ES] = (k2+kp)[ES] 

  
 El modelo propone que la velocidad de formación y de descomposición de ES son 
iguales de tal manera que, dentro de un intervalo de tiempo dado, la concentración de las 
especies químicas es aproximadamente constante (estado estacionario de pseudo-
equilibrio):   
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 EL valor de Km es equivalente a la Keq y se conoce como constante de  
Michaelis –Menten y caracteriza a un sistema enzimático dado. 
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 Se relaciona la concentración analítica de la enzima y de la expresión de Km: 
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para relacionar  con la velocidad de transformación enzimática: 
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 El comportamiento de la relación anterior se muestra en la siguiente figura: 

 
                                                                      pKm 

 

          log vmax 
 
 
 
                                                                                     log v 

  
 
                                                             log[S] 
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 Si se opera en condiciones tales que pS << pKm  la velocidad enzimática alcanza 
su máximo valor. 
 
 Si el producto de la reacción enzimática absorbe a una longitud de onda dada, la 
velocidad enzimática esta dada por la variación del pT=A siguiente: 
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 La variación de la absorbancia con el tiempo,  pT=A =f (t), muestra la evolución de 
las concentraciones desde un tiempo cero hasta un tiempo infinito: 
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 La curva típica del caso anterior para diferentes concentraciones iniciales de 
sustrato, CS = fCo, se muestra a continuación: 
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               f2Co                f=(v/Vo) 
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 Para determinar CS proponen dos métodos de análisis: 
 

 a)  método a tiempos cortos, t  0: 
 
     A tiempos muy cortos  la variación del pT=A =f (t) es lineal y puede 
aprovecharse este comportamiento para determinar la velocidad de transformación de la 
enzima: 
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  Por otro lado es posible determinar una curva de calibración si se mide el 
tiempo en el que se alcanza un valor fijo de pT=Acte. 
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 b)  método a tiempos largos, t  : 
 
  Si se determina el pT=A a tiempos muy largos se observa que: 
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 Por lo tanto se mide el valor máximo alcanzado como una función de la 
concentración de sustrato estándar y en la muestra. 
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