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O que é EXEMPLO:

cinética enziméatica?
Glucose Glucose-6-phosphate

+ E a parte da enzimologia que
estuda a velocidade das reacdes

enzimaticas, e os fatores que [ Hexokinees
influenciam nesta velocidade. 7?'
H 4
ATP ADP

» Cinética de uma enzima:
» avalia-se (por unidade de tempo de reagéo)
»a quantidade de produto formado
ou
»a quantidade de substrato consumido.

. FATORES QUE INFLUENCIAM A
QEJETIVOS DA CINETICA VELOCIDADE DAS REAGOES ENZIMATICAS

1. Medir as velocidades das

transformagoes que se processam 1 [E]
/ 2. Estudar a influéncia das condigdes 2. [S]
y / de trabalho na velocidade da reacao
/_BHT.[Lec) 3. pH
— L
CINETICA | 3. Correlacionar as velocidades das 4. Temperatura
ENZIMATICA transformagoes com fatores que as afetam A
- 5. W
4. Facilitar a otimizacé@o do processo considerado ~
. o A 6. Pressao
5. Estabelecer critérios para o controle do processo 7 Presen(;a de agentes desnaturantes

6. Projetar reatores, com base em critérios racionais

Conhecendo-se o comportamento das enzimas frente a estes
fatores =
Controlar ou otimizar um processamento enzimatico
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Como medir a velocidade da reacao em
condicbes experimentais conhecidas?

Vamos ver no final da aula!

Imperdivel
pessoal!
9

0@

Estabilidade enzimatica
X
Atividade enzimatica

 Atividade enzimatica:

- E dada pela medigdo da velocidade inicial da
reacdo sob uma faixa de condicdes
determinadas.

» Estabilidade enziméatica:

— Capacidade das enzimas de reter sua
atividade catalitica sob diferentes condigdes
de reagéo ao longo do tempo.

Efeito na Estabilidade

Efeito na Atividade

O e ——————
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Pontes de
dissulfeto

Pontes de
hidrogénio

Pontes
Salinas

Interagbes
Hidrofobicas

Figura 6. Mecanismos de estabilizagdo da estrutura da protefna

(Gomes et al, 2007)
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1) INFLUENCIA DA [E]
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SUBSTRATO TRANSFORMADO PARA DIFERENTES
CONCENTRAGOES DE ENZIMA

4ax

\Y 2x [E]

1x

Tempo de reacéo

2) INFLUENCIA DA [S]

SATURAGAO!!
o
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0 Concentragéo do substrato

Formacéo do complexo Enzima-Substrato — ES

- Limitaa V em alta [S]
devido a saturacdo dos sitios ativos da E

Velocidade

Concentragio de

substrato [S]

K, ks
Efs_.'k—d‘ ES ? E+P

Evidéncia: Velocidade maxima (Vmax) — Saturagédo
Vmax néo é observada numa reagdo quimica

A

Maximum velocity, R MAX

<
-«

Enzyme is
saturated: far more
substrate than it can
deal with

R, initial reaction rate (mol L 1)

v

[S] , concentration of substrate (mal L)

2[8ls ... [B[efe
2ref= °°° NI
S[E[8 33 _ _ [=[3.[3
(Elelg * (<[22

i
_@

Enzima Substrato Complexo

€ Alta concentracio [S]

3) Efeito do pH:

* Mudangas no pH afetam a atividade
enzimatica
— ionizacéo reversivel dos residuos de
aminoacidos das enzimas ou do substrato.

+ O valor de pH mais favoravel (maxima
atividade):
— pH otimo.
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3) Efeito do pH:
» Desnaturagao acida: (pH|)

— Desaparecimento das cargas negativas

» Desnaturagéao alcalina (pH?)
— Desaparecimento das cargas positivas

Efeito do pH sobre a velocidade da
reacéao.

Velocidede dareacio

pH

Maioria das enzimas
faixa étima: 4,5 - 8,0

eacton @

Enzima pH étimo
amilase 4,8
invertase 50

pectina metil-esterase 6,5-8,0
pepsina 1.8
arginase 10,0

Efeito do pH sobre a velocidade da reagao.

<. Pepsin Urease Arginase
£ 1o T
3 / \
g /
@
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<.
E
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§
°
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8
b
H
g \
s 1 B
T2 a4 s o6 Fow o qo 11
pH
pH 6timo=1,8 pH 6timo=6,8 pH 6timo=10

1. O pH 6timo = variagdes no estado de ionizag&o de residuos de
aminoacidos do sitio ativo.

2. Enzima esta pelo menos parcialmente desnaturada em pHs afastados
do pH 6timo.

3. Quando o substrato € uma molécula ionizavel, o pH 6timo da enzima
também reflete o seu estado de ionizagéo .

Atividade das enzimas é sensivel ao pH

Pepsin Trypsin Lysozyme

2 4 6 8 10 2 4 6 8 10 2 4 6 8 10
pH pH pH

Enzima digestiva. Hidrélise de

Secretada pelo carboidratos de alta

Hidrélise das pancreas.
. massa molecular.
proteinas em
peptideos mais Sdo endopeptidases.

. Acéo antimicrobiana.
simples!

FATORES QUE AFETAM O pH OTIMO DA ENZIMA

[S]

Tipo e [sais presentes]

Estabilidade de diferentes cofatores
Presenca de inibidores ou ativadores
Temperatura
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pH — observacoes:

4) EFEITO DA TEMPERATURA

Desnaturacéo
1004 térmica da

Se uma enzima atua em mais de um substrato os

valores de pH 6timo variam

Valores extremos de pH desnaturam as enzimas,

inativando-as

proteina

50:

Pouca energia
para a reagdo
acontecer

% atividade enzimatica maxima

Temperature (G}

-

Teideal -»maxima velocidade / minimo de desnaturacéo

Desnaturagio

oo
b

(deshobramento

Dissociagao de
subunidades
Protetlise

Perda de cofator
essencial
Agregacéo e
precipitacdo
Redobramento
incorreto

Reagoes de
desaminagédo
Rompimento de
pontes de dissulfeto
Oxidagéo de cisteina

Figura 5. Efeitos da alta temperatura sobre a estrutura da proteina

(Gomes et al, 2007)

EFEITO DA TEMPERATURA

O aumento continuo da temperatura resulta na

inativacdo enzimatica
T>45°C

A baixas temperaturas as enzimas reagem
lentamente

VARIAGAO COM TEMPO E TEMPERATURA

Quantidade de produto

Tempo apos o inicio da reacdo

E_ des"aturac .

S0 /

~,
L)
N2
a / \,))6
N N7
00'/ \
&
@k ’ \‘
¥/ temperatura \ \
P Optima \
% N
(axb) \

velocidade

temperatura
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|ss© é
important®

A atividade mdxima de uma
enzima ocorre um pouco antfes da
sua temperatura de inafivacéo

5) ATIVIDADE DE AGUA (Aw)

Aw Atividade enzimatica

valores reduzidos As enzimas podem atuar

e Aw

4 menor a disponibilidade
Aw do substrato a enzima

Enzimas em séo mais estaveis ao calor

auséncia de agua

Relative reaction rate

MAPA DE ESTABILIDADE EM FUNGAO DE Aw

s
- . /
- o« A
\ e ¥ A Lol
01 0.2 03 04 05 0.6 0.7 08 08
Water activity

Moisture content

6) PRESSAO

* TP:

— O equilibrio se desloca em favor do lado da
reacdo com menor volume.

— Rompimento de interacgdes idnicas.

— Deformagéo da proteina pela entrada de
agua dentro da molécula.

— Promove ligacdes de H.

— Pode romper o par ibnico entre enzima e
substrato.

PARAMETROS
CINETICOS

MEDIDA DA VELOCIDADE:
EXEMPLO DE REAGAO ENZIMATICA

SS5P+Q

catalase

HQO2 i H2O + ]/202
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VARIAGAO NA [S] e [P] ot
medida da velocidade em t=0 e t pCt:s

Produto

Concentragao

CONSIDERAGOES ACERCA DA REAGAO
ENZIMATICA

» Decréscimo de [S]

* Possibilidade de reducgéo de [E] em virtude
de sua instabilidade

» Os produtos formados podem atuar como
inibidores da acao catalitica

Portanto...

+ O Unico instante em que as condigfes
experimentais sdo bem conhecidas é o
instante inicial!

+ A velocidade da reacdo enzimética deve
ser calculada no inicio, sempre que
possivel

REACOES QUE PODEM TER SUA VELOCIDADE
INICIAL MEDIDA

» Decomposicéo da agua oxigenada
catalase

» Hidrélise da sacarose
invertase

» Hidrélise da uréia
urease

Por que a velocidade inicial ndo pode
ser medida em alguns casos?

* N&o existe uma técnica experimental que
permita acompanhar as variacdes das
concentra¢des no sistema em estudo.

» A transformacgé&o ndo pode ser
representada por uma equagédo quimica
com reagentes e produtos bem definidos

O que fazer quando a velocidade inicial ndo
pode ser medida?

 Representa-la por meio de de uma velocidade
média de consumo ou de producéo de
substancias convenientemente escolhidas em um
intervalo de tempo pré-fixado.

Representa-la por meio de uma velocidade

média da variacdo de uma propriedade do
sistema

- viscosidade, textura, absorbancia, etc.
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MODELO CINETICO DE
MICHAELIS-MENTEN

Explica a influéncia das concentracoes
iniciais de enzima e de substrato na
velocidade inicial da reacdo enzimdatica

-

Maud Menten Leonor Michaelis

1913 = Michaelis e Mentem
Apresentam cdlculo matematico

1925 = Briggs e Haldane
Desenvolvem este cdlculo:
Consideram - estado estaciondrio

TEORIA DE MICHAELIS-MENTEN

» O substrato e a enzima reagem reversivelmente
entre si formando um composto intermediario
denominado complexo enzima-substrato.

* No inicio da reagao o complexo formado é
proporcional a concentragdo da enzima.
[ES] = (€]
* O complexo formado se decompde ou reage

com outra substancia regenerando a enzima e
formando os produtos da reagao

Reagao enzimatica no estagio
inicial

‘ Determinante da velocidade da reacdo

Resumindo...

Passo catalitico
1

Ky k,
E+S-..T—“ES ——E+P

[T
Ligacao do substrato

Relacdo entre a velocidade dareacéo
enzimatica e a concentragédo do
substrato.

1
[E]

constante

Velocidade dareagio

Km

Concentragdo do substrato



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/37/Simple_mechanism_pt.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/37/Simple_mechanism_pt.svg
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ORDEM DA REACAO

(lel

Vo 1S

> cinética de

z ordem zero

8

H

¢ Vmex/2p--- l’[s]

45 ! cinéfica de velocidade

8 i 1° ordemn proporcional

< ! X concentragcdo
:;/ L da enzima

Substrate concentration [S]

V _ Vmax ) [S] Equacdo de
- K [S ] Michaelis-Menten
m T
Para[S]>>>>K,,
ordem —

RV
s . Cinética
i i

Para[s]<<<<K,,: § Vmul2
[ ] 3 : cinéticade
V . S & E B 1° ordem
V = max i )
Ka Substrate concentration (S]

o |V = K][S]

Equacéo de Michaelis-Menten.

Vo = Vmax [S]
m +

Onde:

Vo = velocidade inicial da reacéo.
Vmax = velocidade maxima da reacao.
[S] = concentragdo do substrato.

Km = constante de Michaelis-Menten.

Cinética enzimatica
Venax
/

— Vinax Hipérbole caracteristica das
> reagBes enzimaticas

F

S

E Vinax/2 V . [S ]

-,9_ V — _max

8 K, +[S]

Km

e

ubstrate concentration [S]

“concentrag¢ao do substrato na metade da
velocidade maxima”.

. Equacgdo de
Michaelis-Menten

% ‘ v
0 Ky 2Ky, 3Ky 4Ky 5Ky V= nax )
[s] [S]

Constante de
Michaelis-Menten

1 Valor numérico: expressa > ou < afinidade da E pelo S |

Relacionadozgom a formacéo/dissociagéo do complexo ES ‘
N

E tem baixa afinidade por S: KM alto E tem alta afinidade por S: KM baixo

EQUAGAO DE MICHAELIS-MENTEN

Se K, =[S]  (moln)

v [s] 1

Km+[8] V:Vmax—'[s]
2:[s]

(mol/L.min)
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Como foi deduzida a equagao
de Michaelis e Menten?

Estude as
paginas 202 a 204
do capitulo 6 do
Lehninger!

Atencéao!

* As constantes K, € V. Sao
caracteristicas de uma
determinada enzima e mudam
com o pH e a temperatura

IMPORTANCIADE K, E V, .,

Para a ciéncia e tecnologia de
alimentos:

Uteis para determinar a preparacdo de
uma certa enzima a ser utilizada

IMPORTANCIADE K, E V,,

slide seguinte é muito
importante!

Pode cair na prova...
(PS. E 0 de menos... O mais
importante é fazé-lo conhecer

IMPORTANCIA DE K., € V,ax

O tamanho de K, pode nos dizer muito sobre uma
determinada enzima, como:

Um valor pequeno de K, indica que a enzima necessita uma
pequena quantidade de substrato para tornar-se saturada e
assim a velocidade maxima é obtida com baixas concentragdes
de substrato

(quanto < K, = > afinidade da enzima pelo substrato)

— Um valor grande de K, indica a necessidade de altas
concentragdes de substrato para atingir a velocidade méaxima.

— Uma enzima que catalisa uma reac&o com dois ou mais
substratos, pode ter um K, diferente para cada um dos
substratos.

— Quando uma enzima a«i;]e em substratos diferentes, porém com
caracteristica estrutural comum, ela pode ter K,, diferentes para
0s substratos.

ATIVIDADE DE DUAS PREPARAGOES ENZIMATICAS

Velocidade da formagdo de produtos

8]

10
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DETERMINAGAO DE K, E V, o

» Adeterminagéo de K, e V. @ partir de
valores experimentais de [S] e V pode ser
efetuada linearizando-se a equagéo de
Michaelis-Menten.

— Hoje j& existem recursos (softwares) para célculos
mais precisos...)

LINEARIZACAO DA EQUACAO DE
MICHAELIS-MENTEN

LINEARIZACAO DA EQUACAO DE
MICHAELIS-MENTEN PELO METODO DE
LINEWEAVER-BURK

Vo [5)
V7K, 48]

l reciproca

1 K, 1 1
- = —
V Vmax [S] Vmax

DETERMINAGAO DE K., E V,,,, PELA EQUACAO
DE LINEWEAVER-BURK

m

Coeficiente angular :

max

1
/‘H Vemax Coeficiente linear : Vl

Kem [5)

1 K, 1 1
_ = —
Inclinagdo =KL Vi Vmax [S] Vmax
dareta
y=ax+b

LINEARIZAGAO DA EQUACAO DE
MICHAELIS-MENTEN PELO METODO DE
HANES

Equacgdo de Lineweaver-Burk

1 K, 1 1

_ m

V Vo 8]V

. [S] Equagdo de Hanes

m

Coeficiente angular : Coeficiente linear :

max max

DETERMINAGAO DE K, E V., PELO METODO DE HANES

s] Ko, 1

V, Vi

8]

<|

m

g

Inclinagdo = 1/\/
08 dareta

kN

[substrato}/velocita

[substrato]

11
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LINEARIZACAO DA EQUACAO DE
MICHAELIS-MENTEN PELO METODO DE
EADIE-HOFSTEE

V5]

K, +[S]

m

Multiplicando ambos os membros da equacéo de
Lineweaver-Burk por V.Vmax e rearranjando a equacéo,
obtém-se a 32 transformacaéo linear da equagéo de
Michaelis-Menten.

vov_-k .Y
S

Equacdo de Eadie-Hofstee

DETERMINAGAO DE K, E V., PELO METODO DE HOFSTEE

v AV o

LINEARIZACAO DA EQUAGAO DE MICHAELIS-MENTEN POR
Representacgao grafica linear directa (direct linear plot)

Trata-se de um método estatistico ndo-paramétrico,gréafico,
introduzido por Eisenthal e Cornish-Bowden (1974).

Rearranjando a equag&o de Michaelis- V _ \' K
Menten de modo a obter V max em funcéo max — v+ m
de Km , chega-se a seguinte equag&o: [S]

Entdo, se tratarmos V n« e K mcomo sendo variaveis e

v e S como constantes, esta equacao define uma linha reta,
com derivada v/S, ordenada na origem v e abcissa na origem -
S.

Assim, neste método, cada par de valores experimentais
(Si,v i) origina uma recta num gréafico que representa Vma
em fungéo de K.

MODELO TEORICO

Exemplo do método para um primeiro caso de n = 2 observagoes.

Uma vez construidos os eixos coordenados (Vméax em fungdo de

Km ) e obtidas as duas observag6es experimentais, ficamos com

2 pares de valores (Si ,vi), comi=1,2.

« Para o primeiro par de valores (S1, vl ) marcam-se 0os pontos Km
=-S1 no eixo dos K m e V max = v1 no eixo dos V max ; em
seguida, traga-se uma reta que passa por estes dois pontos, a qual
é prolongada para o 1° quadrante.

« Para este par de valores (S1, v1) h4, portanto, uma infinidade de
pares de valores Vméx e Km que satisfazem a equagéo:

¢ Vméax =vl+v1/S1. Km

« E conveniente notar que esta reta ndo é um gréafico, no mesmo

sentido dos que se obtém pelo 3 métodos anteriores;

no "direct linear plot" cada reta corresponde a um s6 ponto

experimental.

MODELO TEORICO (cont.)

» Tragando do mesmo modo a reta que corresponde a uma
segunda observagdo (com diferentes valores de S e v, isto
e,
com S2 # S1 e v2 # v1), verifica-se igualmente que ha
uma
infinidade de valores de Vmax e K m que satisfazem a
nova
equagdo: Vmax =v2 +v2/S2. Km.

+ Para o caso em que S2 # S1 e v2 # v1, estas duas retas
nao
definem os mesmos pares de valores de Km e Vmax,
exceto no ponto de intersecgéo - este ponto define o Unico
par de valores Km e Vmax que satisfaz ambas as
observacdes (excetuam-se os casos em que v1/S1=v2/
S2, isto é, casos em que as duas retas sdo paralelas, por
ndo haver ponto de intersecgédo entre elas).

12



18/03/2019

MODELO TEORICO (cont.) MODELO REAL

» Na pratica, como as observagdes estao sujeitas
a erro, ndo ha um Unico ponto, comum a
interseccao de todas as retas.

» Neste caso, cada intersecc¢ao fornece uma
estimativa inicial de Km e de Vméx . Estas

s estimativas sdo marcadas em ambos 0s eixos
///// coordenados.
L : i + As melhores estimativas para Km e V max
+ “Direct linear plot‘- Cada linha representa uma observagéo e é tracada serao as medianas das respectivas estimativas
a partir da abcisa na origem, Km = -Si e da ordenada na origem Vmax Iniclals.
=vi. As coordenadas do ponto de intersec¢ao déo os valores de Km e
Vmax que satisfazem as observacdes.

» As melhores estimativas dos parametros
: Km e Vmax séo dadas por:

g T —— /0 — Km *= mediana dos valores de Km i,j
» O gréafico que ® . -
—Vmax * = mediana dos valores de Vmax i,

normalmente
se obtem: « Este método foi intitulado de "direct linear
plot” porque representa cada observagéo
por uma reta e porque fornece
diretamente os valores de Vmax e Km,
isto é, a representacao gréafica é linear
e a sua leitura direta.

Expressdao da atividade enzimatica
» Unidades internacionais (Ul) — Enzyme Commission
Quantidade de enzima capaz de formar 1 ¢ mol de

produto por minuto em condigdes 6timas de medida (pH, T,
[S], etc.), especificadas para cada caso.

— Atividade da enzima 1
LEMBRANDO!!! 0/mL Importante:

— Atividade especifica

Numero de Unidades de Enzima por mg de proteina
presente na preparacéo da solugdo enzimatica

U/mg

13
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