Repaso del equilibrio quimico 7.51 Septiembre, 1999

Los experimentos sobre el equilibrio estudian como la concentracion de los productos
de la reacciéon varia en funcién de la concentracion de los reactivos y/o de las
condiciones de la reaccion. Para una tipica reaccion bimolecular en equilibrio, como por
ejemplo, A + B << AB, se podria valorar una cantidad establecida del reactivo [B] con
cantidades cada vez mayores del reactivo [A] y determinar, asi, la concentracion de
equilibrio del producto [AB].
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La forma de la curva de equilibrio depende del mecanismo de reacciéon y se puede
emplear para elegir entre distintos modelos de equilibrio.

Constantes de equilibrio

Una constante de equilibrio, representada por K (mayutscula), es la relacion existente
entre las concentraciones en equilibrio de reactivos y productos o viceversa.

Para la reaccion bimolecular A + B < AB, podemos definir una constante de

disociaciéon en el equilibrio (K4) y otra de asociacion (K,), relacionadas entre si del
siguiente modo:

[A]B]  [AB]
Ko~ hEp D K [A][B]D

En las reacciones bimoleculares, las unidades de K4 son unidades de concentracion (M,
mM, uM, etc.) y las de K,, son las de concentracion™ (M, mM™, uM™, etc.).

© RT Sauer 1999 1



Para una reaccion unimolecular de plegamiento de proteina D <> N, podemos definir
una constante de desplegamiento en el equilibrio (Kp) o una de plegamiento (Ky),
ambas relacionadas entre si:

D] ~[N] -
Ko =7 D K =57

Estas constantes de equilibrio, al igual que todas las de las reacciones unimoleculares,
carecen de unidades.

Para cualquier expresion de equilibrio, el sentido en el que tiene lugar la reaccion (es
decir, disociacion frente a asociacion o plegamiento frente a desplegamiento) va desde
las especies moleculares situadas a la derecha de la expresion en la parte inferior, hacia
las que se encuentran sobre ellas.

Las constantes de equilibrio de una reaccion del tipo: nA + mB < A, By, son:

Ky = [A]D m<> K, = [AnBm] *)
" [ApBm] [AJn[B]M

El valor de cualquier constante de equilibrio s6lo serd constante para una determinada
temperatura, presion, etc. De este modo, las constantes de equilibrio de una misma
reaccion a distintas temperaturas (p. €j., a 20 °C y 37 °C) podrian ser muy distintas.

Por qué las reacciones alcanzan un equilibrio?

Independientemente del mecanismo, todas las reacciones reversibles alcanzan una
distribucion en equilibrio de reactivos y productos cuando la velocidad de las reacciones
que tienen lugar en ambos sentidos se iguala.

Estudiar la velocidad global a la que varia [AB] en la reaccion A + B << AB.
d[AB]/dt = kasoc[A][B] - kdis|AB]

Si iniciamos la reaccion mezclando A y B libres, la velocidad de asociacion
(kasoc[A][B]) dominara la reaccion y la de disociacion (-kgis[ AB]) sera menor, ya que
habra muy poca cantidad del complejo AB. Sin embargo, a medida que se forman mas
complejos, la velocidad de asociacién tenderd a disminuir y la de disociacion
aumentard, debido a que las concentraciones de [A] y [B] irdn disminuyendo, mientras
aumenta la de [AB]. En algin momento, las velocidades de las reacciones en ambos
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sentidos se igualaran y ya no habra mas variaciones en las concentraciones de [AB], [A]
o [B].

d[ABY/dt = -d[A]/dt = - d[B]/dt = Kusoc[A][B] - kais] AB] = 0
Bajo estas condiciones:

(B K

[AB] Kasac

Esta expresion muestra que entre las concentraciones en equilibrio de reactivos y

productos habréd una relacion constante (Kg) que serd igual a la relacion existente entre
las constantes de velocidad directa e inversa.

K4 recibe el nombre de constante de disociacion en equilibrio. Las concentraciones en
equilibrio de reactivos y productos podrian estar caracterizadas también por una

constante de asociacion en equilibrio (K;), que seria simplemente la reciproca de K.

Determinacion de K4 o K, en reacciones bimoleculares

Para estudiar de forma experimental una reaccion bimolecular en equilibrio, A + B <
AB, se podria empezar por mezclar A y B libres o bien por diluir el complejo AB vy,
luego, esperar hasta que las concentraciones de [A], [B] y [AB] permanecieran
constantes. La relacién existente entre las concentraciones en equilibrio que se ha
mostrado anteriormente determina el valor de K4 o K,. En la practica, los experimentos
en los que se estudia el equilibrio se llevan a cabo con muchas concentraciones iniciales
distintas, para comprobar que el modelo de equilibrio es correcto y que los valores que
se obtienen para Kyq y K, son siempre los mismos, independientemente de las
concentraciones iniciales. Por lo general, se establece un valor fijo para la concentracion
inicial de uno de los reactivos (p. ¢j., [Bo]) y, luego, en distintos experimentos, se le
afladen concentraciones iniciales cada vez mayores del otro reactivo ([Ao]). Para cada
conjunto de concentraciones, se espera a que la reaccion alcance el equilibrio vy,
entonces, se miden [A], [B] y [AB]. Hay tres formas habituales de representar este tipo
de datos acerca del equilibrio:

La primera es una simple curva de enlace en la que la fraccion de B enlazada se
representa frente a la concentracion de [A] libre.
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La relacion matematica existente entre la fraccion de B enlazada y la concentracion
libre de [A], es clara.

[AB] | | [A]

Bras BL o Ky RarlAd
[AB] [-A]

Fraccion de B enlazada

Esta es la ecuacion de una hipérbola rectangular; con frecuencia, las curvas de enlace
bimoleculares reciben el nombre de curvas de enlace hiperbdlicas.

La fraccion de B enlazada se representa, a menudo, como E]'lﬁ, de modo que:

O = —
) K+ [A]

A partir de esta expresion es facil deducir que, si [A] = K, O = 0,5. Asi, la mitad del
nimero maximo de enlaces de B se alcanza cuando la concentracion de A libre es igual
a K4. De este modo, resulta sencillo calcular K4 sélo con estudiar la curva de enlace. A

continuacion se muestran los mismos datos de enlace, pero representados frente a
log[A].
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En cualquier reaccion bimolecular, el 10% de B estara enlazado cuando [A] = K¢/9 y el

90% de B, cuando [A] = 9K4. Esto quiere decir que el 80% de la reaccion de enlace
tiene lugar por encima de un rango de concentracion de alrededor de 80 en [A], con el
centro en torno a K.

Los datos del enlace bimolecular se pueden transformar también en una forma lineal
para representarlos segun la ecuacion de Scatchard.

[Al

O, = —M  sformaen @ o
“h Ky [A] se transforma en (-)13K¢1+Bb[-'3‘]_[-‘ﬁi]

OpKy/[A]+Op =1
OpKg/[A] =1-0y

E]b B @'b l
= - +
[2] Kg = K

De este modo, representando graficamente E]l‘r"'[-'j‘] como funcion de E]h, deberiamos
obtener una linea recta con una pendiente de —1/Kgy. En la grafica de Scatchard que se
muestra a continuacion se representan los mismos datos utilizados en anteriores las
curvas de enlace.
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Las curvas de enlace hiperbodlicas y las representaciones lineales de Scatchard sirven
para reconocer reacciones bimoleculares sencillas. Mas adelante, demostraremos que las
reacciones de orden mas elevado, como por ejemplo, 2A+B < A);B y 3A+B < A3B,
tienen como resultado representaciones de Scatchard concavas descendentes y curvas de
enlace con formas sigmoideas.

Equilibrios unimoleculares

Las reacciones de equilibrio, como la del plegamiento de una proteina, que implican un
cambio conformacional en una molécula se estudian, por lo general, determinando las
concentraciones del reactivo y el producto en funciéon de algiin cambio medioambiental
que perturbe el equilibrio. Podria ser, por ejemplo, el pH, la temperatura, la presion,
algun desnaturalizante quimico, etc. En el ejemplo mostrado a continuacion, se emplea
la urea como desnaturalizante para estudiar el desplegamiento de una proteina
monomeérica.
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En este caso, se pueden calcular las constantes de equilibrio (Kp) del desplegamiento de
la proteina para cada una de las concentraciones de urea, de 2 a 4,5M aproximadamente,
donde hay presentes concentraciones apreciables de la proteina tanto plegada como
desplegada. Por ejemplo, a una concentracion de urea 3M, las cantidades de proteina
nativa y desnaturalizada son iguales y, de ese modo, Kp = 1. Sin embargo, para calcular
el valor de Kp sin la presencia de urea o a una concentracion de urea 8M,
necesitariamos un modelo sobre el modo en el que Kp varia en funcion de la
concentracion de ésta. Por lo general, se observa que el In Kp varia linealmente con
respecto a la concentracion de urea, permitiendo el calculo de Kp en ausencia de ella.

Problemas frecuentes al calcular las constantes de equilibrio

Hay varios errores frecuentes que nos pueden llevar a un célculo incorrecto de las
constantes de equilibrio:

(1) Utilizar concentraciones de especies que no sean concentraciones de equilibrio.
Cualquier experimento de equilibrio tiene un componente cinético. Una vez que
se inicia la reaccién hay que esperar una cierta cantidad de tiempo antes de
medir los productos. Si este tiempo es muy corto, puede que las concentraciones
de reactivos y productos estén cambiando todavia. Una buena forma de
comprobar si la reaccion ha alcanzado o no el equilibrio es ver si la etapa final a
la que se ha llegado es la misma independientemente de que se haya iniciado la
reaccion afiadiendo reactivos o productos.

(2) Emplear concentraciones totales en lugar de concentraciones libres en la
expresion de equilibrio.

(3) Utilizar un modelo de equilibrio erréneo. El cociente [A][B]/[AB] s6lo sera
constante en equilibrio para el modelo A + B <> AB.

Reacciones que producen cambios en la forma oligomérica

Las proteinas oligoméricas son muy frecuentes en biologia. Supongamos una reaccion
en la que dos moléculas de A libre se combinen con B para formar un complejo A;B sin
intermediarios detectables.

2A+Be AB Ky =[AJA[B][A2B]

Para calcular Ky, cuyas unidades en esta reaccion son M2, valoramos una cantidad fija
de [B] con cantidades en aumento de [A] y medimos la fraccion de B enlazada. La
ecuacion que relaciona la fraccion de [B] enlazado con [A] para este modelo de
equilibrio es la siguiente:

[A5B] | | [A]2

[B]+[A1B] Bl Kd |, | Kq+[A]2
[A 28] [A]-

Fraccion de B enlazada
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La curva de enlace de este modelo de equilibrio presenta una forma de S o sigmoidea
como la que se puede ver a continuacion:
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Obsérvese también que Ky = [A]2 cuando la mitad de B disponible estd enlazada. La
representacion de estos datos en una escala logaritmica destaca que la curva de enlace
tiene una pendiente mucho mas pronunciada que en el caso A + B < AB simple.
Ahora, el 90% de la reaccion de enlace tiene lugar en un rango de concentracion de [A]
de orden 9 con el centro proximo a la mitad del nimero de enlaces maximos.
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La representacion de Scatchard para esta reaccion es concava y descendente, lo que
indica que se trata de una reaccién con cooperatividad' positiva. En este caso, la
cooperatividad surge debido a que A se dimeriza en el complejo A,B enlazado.
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En el caso general, cuando se combinan n moléculas de A con una molécula de B para
formar un complejo:

nA+Be AB Ky = [A][B)/[AnB]

Si los intermediarios no estan concentrados:

[A]D
Kq+[A

La fraccion de B enlazada

Asi, para una reaccion totalmente cooperativa, a medida que el nimero de subunidades
(n) aumenta, la pendiente de la representacion grafica de la fraccion de B enlazada
frente a [A] se vuelve cada vez mds pronunciada. La siguiente grafica muestra la
representacion de las subunidades n=1, n=2 y n=6.

! Para una reaccion del tipo 2A + B < AB, la cooperatividad positiva significa que los intermediarios

potenciales de la reaccion (p. €j. Ax 6 AB) estan muy poco concentrados en relacion con las etapas finales
en las que se alcanza el equilibrio.
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Los enlaces en sistemas cooperativos con grandes cambios en el proceso oligomérico
pueden ser extraordinariamente sensibles a pequefios cambios en la concentracion del
ligando.

Los procesos intermedios en las reacciones de equilibrio

Es raro que los complejos que contienen tres o mas moléculas se formen en una sola
etapa en la que colisionen todas las moléculas simultineamente. Por lo general, es
mucho maés probable que dichas reacciones se desarrollen mediante sucesivas
reacciones bimoleculares. En la reaccion 2A + B << A;B, A podria dimerizarse primero
y luego unirse a B. Otra opcidn seria que una sola molécula de A pudiera unirse a B en
una etapa, y que la segunda molécula de A se les uniera en otra etapa. Estas reacciones
se escribirian del siguiente modo:

JA+Be= A+ B<= AB

A+B=AB+B < AB

Y, en el siguiente diagrama, se muestran de forma esquematica para una proteina
enlazante de ADN:

© RT Sauer 1999 10



o GO
o =)
0 @‘:' \Oun{

N A
e

Q= <)

vv)

Cualquiera de los dos caminos de formacion consiste en dos equilibrios combinados.
En cualquier conjunto de procesos combinados, cada etapa afecta a su adyacente
unicamente cambiando la concentracién de un participante comun mediante la accién de

masas. Si examinamos el camino superior K;K», los procesos combinados seran:

2A+B = AB+ A K| = [A][B][AB]
AB+ A = AsB K> =[AB][A][A2B]

AB es la especie mas frecuente en los equilibrios K; y Kj. Asi, al aumentar las

concentraciones de [A] libre o de [B] en la reaccion K, se produciria un aumento en la
concentracion de [AB]. Esto, a su vez, tendria como resultado una mayor concentracion

de A,B en la reaccion K,. Como se muestra a continuacion, A; es la especie molecular
mas frecuente en las reacciones K3 y Ky.

JA+Be Ay +B Ks =[A]4[Az]

A+ B = AB K4 =[A2][B]/AzB]

Obsérvese que el producto de las constantes de equilibrio de las etapas K; y K; es igual

al de las constantes de equilibrio de las etapas K3 y K4. y que ambos productos nos dan
la constante de equilibrio de la reaccion global.
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K K> = K3Ky = Ky = [A]2[B]/[A2B]

Esto se cumple siempre en los equilibrios dobles, porque la concentracion de la especie
mas frecuente desaparece cuando se multiplican las constantes de equilibrio de cada
etapa.

En reacciones de equilibrios dobles, una pregunta es si las especies intermediarias
tendrdn una concentracion importante en relacion con las etapas finales. La respuesta
dependera de los valores relativos de las constantes de equilibrio de cada etapa. Si las
dos etapas son bimoleculares, se puede esperar que las especies intermediarias no
presenten concentraciones importantes siempre y cuando la primera constante de
disociacion en equilibrio sea considerablemente mayor que la segunda y viceversa.

Para el caso descrito anteriormente, suponer que la reaccion sigue el camino KK, con

Ki=5e 10'M yKy=5e 10"'M. De este modo, el enlace del segundo A es mucho
mas fuerte que el del primero. Por intuicion, cualquier concentracion de [A] donde
cabria esperar que se formara [AB] excedera en gran medida la concentracion necesaria
para el enlace del segundo A. Por ello, no se esperarda que el intermediario [AB]
presente  concentraciones importantes. Esto se puede demostrar también

matematicamente. Cuando [A]=5 e 10”7 M:
[AB] =[A][BJ/K; =0.01+[B] 'y [A:B]=[A][B]KK;=[B]

De este modo, la concentracién de [AB] sera tan s6lo un 1% de las concentraciones de
[A;B] o [B] y este intermediario apenas estd concentrado en relacion con las etapas
finales.

Cuando los intermediarios estan presentes en cantidades muy pequeias en comparacion
con las etapas finales, se pueden ignorar al calcular la constante de equilibrio de la
reaccion global. En el caso mencionado, esto equivale a realizar las aproximaciones:

[Bliotal = [B] +[AB] + [A2B] = [B] + [A2B]

[Alical = [A] +[AB] + 2[A2B] = [A] + 2[A2B]

Algo perfectamente justificable cuando K;>>Kj,.
(Qué pasaria si K;=K, =5 e 10° M? Entonces, cuando [A] =5 e 10”7 M:

[AB] =[A][BIK; =[B] y [A2B]=[A][BJKK;=[B]

[AB] y [A,B] presentan ahora la misma concentracion y la presencia del intermediario
no se puede ignorar en los calculos del equilibrio. En un caso de este tipo, si tuviésemos
un experimento que pudiera distinguir AB de A;B (quiza uno de filtracion por gel o de
footprinting), se podrian calcular K; y K, directamente.
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Si, por el contrario, los intermediarios se encuentran bastante concentrados y el
experimento no puede distinguir entre AB y A,B, ambas especies tendrian que incluir el

calculo de Bh, la fraccion de B enlazada.
\
[A] 4 [A]=

O = [BJ+[ABJ+[A5B] ~ 2
K, KK

Equilibrios que incluyen componentes tampon

Es frecuente ensayar el enlace de dos macromoléculas o de un ligando pequefio y una
macromolécula en una disolucién tampdn que contiene componentes que, en principio,
podrian participar en la reaccion. Suponer, por ejemplo, que dos iones cloruro se
enlazan a la interfaz de un dimero y son necesarios para una dimerizacion estable.

(A«Cl)r = 2A + 2CI

Por intuicion, el aumento de la concentracion de cloruro incrementaria la formacion del
complejo. La expresion de equilibrio adecuada para esta reaccion es:

Kq = [A[CIIP/(A=CD)]

Sin embargo, en estas circunstancias, la constante de equilibrio aparente de Ia
dimerizacion se escribiria por lo general sin especificacion explicita del cloruro:

K;lp - [ﬁ“]:['\:]
Un poco de algebra nos lleva a:
Kap = Ka/[C12

log (Kap) = In (Kq) - 2+log [C]]

Asi, si se hubiera medido K,; en disoluciones tampén con distintas concentraciones de

NaCl, cabria esperar que la grafica de log (Kjp) frente a log [Cl] fuera una recta con una
pendiente de —2. Este tipo de experimentos pueden ser muy utiles para detectar la
participacion y la estequiometria de componentes tampon en una reaccion.
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Obsérvese, sin embargo, que debido a que el ion cloruro y el ion sodio aumentan a la
vez que incrementamos la concentracion de NaCl, el experimento mostrado
anteriormente no indica que sea el cloruro y no el sodio el componente tampoén que
participa en la reaccion. Se podrian realizar experimentos de control para estudiar la
dimerizacion en disoluciones tampdn con distintas concentraciones de KCI, KF, NaF,

NaySOy4, NayPOy, etc.; con el fin de comprobar si el importante es el anion o el cation y
si la reaccion es especifica para un anion o catién determinado.

Las proteinas contienen diversos grupos ionizables y es frecuente que participen
protones e iones hidrogeno en las reacciones de plegamiento, de cambio conformacional

y de enlace. Asi, es habitual que la constante K,;, de una reaccion varie en funcion de la
concentracion de [H+]. El pH es igual a —10g[H+]; de este modo, la representacion

grafica de K, frente al pH nos deberia mostrar si es necesario uno o mas protones para
la reaccion. No obstante, en algunas ocasiones, puede que un protéon enlazado no sea
completamente necesario para una reaccion, pero que su presencia modifique la
constante de equilibrio. Este conjunto de reacciones se podria escribir del siguiente
modo:

K1
A+ B «—p= AB
+ +
H+ H+

K3 K~

AHT+B «—p AH'B
K4

Supongamos que probamos a enlazar A con B a un pH bajo en el que todas las especies
estan protonadas y nos encontramos con que [AH+] [B]/[AH+B] — 10" M. Esto nos da
una estimacion de K4. A continuacion, repetimos el experimento a un pH elevado en el
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que las especies no estan protonadas y obtenemos [A][B]/[AB] = 107 M. Como se
puede observar, la protonacion de A hace que el enlace con A sea 100 veces mas fuerte.
Puesto que K; K, = K3 K4, sabemos que K3 =100 o K, (esto indica simplemente que el
proton se enlaza con mas fuerza al complejo AB que a A libre).

A continuacion, medimos Kg, a distintos pHs. Puesto que en nuestro experimento de
enlace no distinguimos las especies protonadas de las no protonadas:

A+ AHT[B]
ap [AB+ AHTB]

K

Para obtener K, como funcion de [H+], sustituimos [A][[H+]/K3 por AH' y [AB][H+]/
K, por AH'B. Tras realizar un ajuste y algunas sustituciones mas, obtenemos:

+H[HT)/K 5 ¢
I'-. — ——————————
TP K,

Los datos de la grafica que se puede ver a continuacion se obtuvieron utilizando K3 =
10° M (pK, = 6), valor que cabria esperar para una cadena lateral de histidina.

II:I_r-' —

w? +

pH = -log [H]

Si éstos fueran datos experimentales, podriamos ajustarlos para obtener el valor pK, del
enlace del proton a la proteina libre (pK, = -log (K3) = 6) y al complejo (pK, = -log (K3)
= 8).
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