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Exercicios sobre cinética enzimatica

1. Uma enzima que catalisa a reacdo de conversdo entre duas moléculas “X” e “Y” ¢
isolada de duas espécies de bactérias. As enzimas possuem 0 mesmo V., mas
possuem valores de Ky, diferentes. A enzima A possui Ky = 2.0 uM, enquanto que a
enzima B possui Ky = 0.5 uM. O grafico abaixo mostra a cinética de duas reagdes
efetuadas com a mesma concentracdo de enzima e [X] = 1 pM. Qual curva
corresponde a qual enzima?
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2. O exame da estrutura de uma enzima permite formular hipoteses sobre a
contribuicao de cada aminodcidos para a estrutura e para a atividade da enzima. Uma
forma de testar essas hipoteses € usar técnicas de DNA recombinante para gerar
mutantes, ¢ examinar os efeitos das mutagdes sobre a estrutura e atividade da enzima.
A lactato desidrogenase (LDH) ¢ uma enzima que catalisa a redugdo de piruvato com
NADH para formar lactato. Um esquema do sitio ativo da enzima, contendo piruvato
e NADH ligados, estd mostrado abaixo:
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O mecanismo da reagdo € similar ao mecanismo de outras redu¢des por NADH. O
estado de transi¢do envolve o grupo carbonil do piruvato fortemente polarizado:



Pergunta-se:

1) Um mutante da LDH no qual a Argl09 foi substituida por Gln mostra apenas 5 %
de ligacdo a piruvato e 0.07 % da atividade da enzima selvagem. Proponha uma
explicacdo para os efeitos desta mutagao

11) Vocé espera que a substituicdo da Argl71 por uma lisina afete a afinidade da
enzima pelo piruvato? Por qué?

3. Uma enzima recém descoberta catalisa a reagdo descrita abaixo.
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O valor do turnover encontrado para esta enzima é 600 s™'. Quando [E]r = 20x10° M
e [T] = 40 uM, a velocidade da reagdo é vo = 9.6 uMs™. Calcule o Ky para o
substrato.

4. A hidrélise de pirofosfato a ortofosfato ¢ uma reacdo acoplada importante para
deslocar o equilibrio de reacdes biossintéticas, por exemplo a sintese de DNA. Esta
reagao de hidrolise € catalisada por uma pirofosfatase que possui massa de 120 kDa e
consiste de seis subunidades idénticas. Para esta enzima, a unidade de atividade
enzimatica ¢ definida como a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar 10
umol de pirofosfato em 15 minutos a 37 °C. A enzima purificada possui Viax = 2800
unidades por miligrama de enzima.

a) Quantos mols de substrato sdo hidrolisados por segundo por miligrama de enzima
quando a concentragdo do substrato for muito maior do que o Km?

b) Quantos mols de sitios ativos existem em 1 mg de enzima? Assuma que cada
subunidade possui um sitio ativo.

¢) Qual ¢ o turnover da enzima?

5. Suponha que uma enzima mutante ligue-se com o substrato com uma afinidade
100x maior do que a enzima selvagem. Qual ¢ o efeito desta mutacdo sobre o
turnover (ke,) considerando-se que a interagdo com o estado de transicdo ndo foi
afetada?

6. Para uma enzima que segue a equagao de Michaelis-Menten, qual € o valor de V yax
considerando-se que vp=1uM/min a 1/10 Ky,?



7. A penicilina ¢ hidrolisada por uma enzima beta-lactamase que esta presente em
algumas cepas de bactérias resistentes a antibidticos. A massa desta enzima € 29.6
kDa. A quantidade de enzima hidrolisada em 1 minuto em uma solu¢do de 10 ml
contendo 10” gramas de beta-lactamase purificada foi medida em fungio da
concentracao de penicilina (tabela abaixo). Assuma que a concentracao de penicilina
nao se altera apreciavelmente durante o ensaio.

[Penicilina] uM Quantidade hidrolisada
(nanomols)
1 0.11
3 0.25
5 0.34
10 0.45
30 0.58
50 0.61

a) Faca um grafico de V, em funcao de [S] e de 1/V, em fungdo de 1/[S]. Responda: a
beta-lactamase parece seguir a cinética de Michaelis-Menten? Neste caso, qual € o
valor do Ky?

b) Qual ¢ o valor do Vi.x?

c¢) Qual ¢ o furnover da enzima nestas condigdes experimentais? Assuma a presenca
de um sitio ativo por molécula de enzima.

8. A cinética de uma enzima foi medida em fun¢ao da concentracio de substrato
na presenca e auséncia de 2 mM do inibidor “I”.

[S] (uM) Velocidade (wmol/minuto)
Sem inibidor Com inibidor
3 10.4 4.1
5 14.5 6.4
10 22.5 11.3
30 33.8 22.6
90 40.5 33.8

a) Quais sao os valores de V,,x € Ky na auséncia e presenca de inibidor? Sao
dadas as seguintes quacoes de reta:

b) Qual é o tipo de inibicdo?

¢) Qual é a constante de afinidade do inibidor?

d) Se[S]=10 uM e [I] =2 mM, qual é a fracdo de moléculas de enzima
ligadas ao substrato? E com o inibidor?

e) Se [S] =30 uM, qual é a fracido de moléculas de enzima que estdo ligadas
com o substrato na presenca e na auséncia de 2 mM de inibidor?
Compare esta razio com a razio entre as velocidades nas mesmas
condicoes.



